














Versuche zur Reinigung 
der Oxynitrilese und einige Eigenschaften derselben. 


Von 


1. Nordefeldt. 
(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.) 
(Eingegangen am 25. Mdrz 1925.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Zu meinen friiher in drei Aufsatzen!) veréffentlichten Versuchen 
iiber die Bedeutung des ,,Emulsins* bei der asymmetrischen Synthese 
des Benzoxynitrils aus Benzaldehyd und Cyanwasserstoff wird hier 
eine neve Untersuchung iiber die Oxynitrilese gefiigt. Ich bezeichne 
hier die unbekannte (vermutlich enzymatische) Substanz, welche die 
Bildung von asymmetrischem Oxynitril bewirkt, als Oxynitrilese. 
Damit soll nur ausgedriickt werden, daB das Enzym durch die asym- 
metrisch synthetische Wirkung charakterisiert wird. Die Frage, ob 
an dieser Wirkung eine asymmetrische Spaltung beteiligt ist, soll durch 
diese Bezeichnung, welche den Vorzug der Einfachheit hat, nicht 
beriihrt werden. 

Ich werde im folgenden iiber mehrere Methoden berichten, wodurch 
eine Reinigung der Oxynitrilese in den Priparaten erzielt wird. Mit 
den reinsten, so gewonnenen Praparaten habe ich einige Eigenschaften 
dieses Katalysators studiert. Speziell habe ich Versuche iiber die 
Kinetik der Oxynitrilbildung angestellt und auch versucht, das 
Molekulargewicht des Enzyms angenihert zu bestimmen. 

Am Ende des Aufsatzes findet man eine kurze Zusammenfassung 
der in dieser und meinen drei friiheren Arbeiten gewonnenen Resultate. 


I. Herstellung des Rohpriiparats. 
Als Rohpraparat bezeichne ich ein durch Acetonfillung von 
Mandelextrakt erhaltenes Pulver. 


1. Die Aciditdt bei der Extraktion. 
Ich hatte gefunden, daB Wasser, mit ein wenig Alkali versetzt, 
viel mehr Substanz aus den Bittermandeln auslést als angesiuertes 
Wasser. Selbstverstandlich ist damit nicht gesagt, daB auch mehr Enzym 


1) Diese Zeitschr. 118, 15, 1921; 181, 390, 1922; 187, 489, 1923. 
Biochemische Zeitschrift Band 159. l 
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durch Alkali herausgelést wird. Es war indessen notwendig, eine 
Aciditat ausfindig zu machen, bei der die Extraktion eine Fliissigkeit 
ergab, die nach Acetonfallung das bestmégliche Enzympraparat lieferte. 

Bittermandeln wurden wahrend drei Minuten in 70gradigem 
Wasser gehalten, dann schnell gekiihlt, geschilt und in der Miihle 
gerieben. Das Pulver wurde durch Pressen zwischen Filtrierpapier 
von einem Teile des Fettes befreit, danach einige Male mit Ather ge- 
waschen und schlieBlich an der Luft getrocknet. 

Proben von 20 g wurden jetzt wahrend einiger Stunden mit gleichen 
Mengen (200 ccm) Wasser geschiittelt. Verschiedene Aciditaten wurden 
durch Zusatz von Ammoniak oder Essigsaure eingestellt. Nach Filtration 
wurden von jedem Extrakt 80ccm genommen und mit je 200 ccm 
Aceton gefillt. Die Niederschlige wurden getrocknet und gewogen. 
Die Gewichte findet man in der Tabelle I (A). Die iibriggebliebenen 
Teile der Extrakte wurden mit Essigsiure bzw. Ammoniak zu der- 
selben Aciditat gebracht: pg war nach der kolorimetrischen Bestimmung 
4,5. Die dabei entstandenen Niederschlige zeigten sich enzymatisch 
unwirksam und wurden verworfen. Von den Filtraten wurden 80 ccm 
genommen und wie oben mit Aceton gefallt. Die Niederschlige wurden 
getrocknet und gewogen (B in der Tabelle I). 

Es wurde nun die Wirksamkeit der Pulver bestimmt. Von den 
A-Priparaten nahm ich 0,35 g, von den B-Priparaten 0,165 g, und 
setzte dazu 5cem Wasser. Nach 24 Stunden wurde die Reaktions- 
mischung hinzugesetzt. Diese bestand aus 1 cem Benzaldehyd + 22,2 cem 
(aquivalente Menge) HC N-Lésung (Alkohol: 60 Volumprozent) + 5 cem 
Acetatpuffer (molare Lésung). In dieser Mischung war py 5,2. Der 
Aldehyd war mittels NaHCO, und Destillation von Benzoesiure befreit. 
Nach einer Stunde wurde der Eiweifniederschlag, der enzymatisch 
inaktiv war, abfiltriert und danach der Zuwachs der Rechtsdrehung 
beobachtet (2dm Rohr, Na-Licht). Nach etwa 3 Stunden hatte die 
Drehung ihr Maximum erreicht und nahm danach langsam ab, um 
nach etwa 100 Stunden Null zu werden. Die Drehungsmaxima findet 
man in der folgenden Tabelle I. 








Tabelle I. 

| A B 
Nr. Extraktionsfliissigkeit } Gewicht des || Gewicht des 

| Niederschlags Drehung Niederschiags Drehung 

| ~ i| . 
1 180) & + 20 25 | o46 | 12 | 0,50 
2 185] % + 15| = 23 0:50 10 3=6| «(050 
3 190|,= + 10 NH —_ 23 0.50 1,0 0,50 
4 195/= + 5[ “~**s 20 0,50 11 0.45 
5 20;/2 + 0 0.6 0,60 0.7 0,60 
6 195) 5 + 5ccm Eisessig 0.4 0,90 0.2 1,00 
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Den relativen Reinheitsgrad der Praparate kénnen wir vorliufig 
folgendermaBen ausdriicken (siehe unten Abt. IT, 1 und V, A): 

Rel. Reinheitsgrad = - eee —* 

g Enzympriparat in der Reaktion 
Die Ausbeute wird dann durch den Ausdruck: 
Drehung 

g Enzympraparat in der Reaktion 
ausgedriickt. Stelle ich diese Zahlen fiir die verschiedenen Nieder- 
schlage zusammen, ergibt sich folgende Tabelle I: 


Ausbeute = g Niederschlag - 





Tabelle II. 
A B 
Nr. pearing 
Reinheitsgrad Ausbeute Reinheitsgrad Ausbeute 
l 13 3.3 3.0 3.6 
2 14 3,2 3,0 3,0 
3 14 3,2 3,0 3,0 
4 14 28 28 3,1 
5 1,7 1,0 3.6 2.5 
6 2,6 1,0 6,1 1,2 


Es ist aus dieser Tabelle leicht zu sehen, daB das giinstigste Resultat 
in den Versuchen B1, 2 und 3 erreicht wurde. Das beste Verfahren 
ist also, das Enzym (mit viel Eiwei8 und dergleichen) mit Alkali zu 
extrahieren und danach mit Saiure das damit fallbare EiweiB zu ent- 
fernen. Da bei der Extraktion saure Substanzen (unter anderen Benzoe- 
siure) gebildet werden, muB ab und zu ein wenig Alkali zugefiigt werden. 
Die Extraktion wurde gewéhnlich iiber einen Tag und eine Nacht 
ausgedehnt. 

2. EinfluB des Fettgehaltes der Mandeln. 

Da es méglich erschien, daB aus schon vorher von Fett befreiten 
Mandeln ein besseres Enzympriparat dargestellt werden kénnte, wurden 
einige Versuche iiber die Fettextraktion ausgefiihrt. 

A. Au& 300g Mandeln wurde durch alkalische Extraktion und 
Acetonfillung ein Roh-Enzym gewonnen. Beim Trocknen wurde viel 
ol ausgeschieden, das durch mehrmaliges Waschen mit Aceton entfernt 
wurde. Das trockene Pulver wog 40g. 

B. 300g Mandeln wurden im Soxhletapparat mit Ather extrahiert. 
Sie wogen dann 16@g. Daraus wurde wie friiher ein Rohpriparat mit 
einem Gewicht von 43 g gewonnen. 

C. Die Extraktion wurde jetzt mit Aceton vorgenommen, wonach 
170 g Substanz zuriickbliebei. Das daraus dargestellte Enzympraparat 
wog 42g. : 

Da diese drei Priparate die gleiche enzymatische Wirkung zeigten, 
ist die Ausbeute und die Reinheit also etwa dieselbe. Dic Fettextraktion 
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fiihrt also keinen Verlust oder Gewinn mit. Da indessen viel Aceton 
oder Ather zum Wegwaschen des Oles nétig ist, wurden alle im folgenden 
beschriebenen Priparate aus einem beinahe fettfreien, feingemahlenen 
Pulver hergestellt, das unter der: Namen ,,Placent Amygdalar. amar.“ 
im Handel vorkommt. 

3. Die Acetonfdllung. 

Eine Lésung von Roh-Enzym wurde mit 1 Volumen Aceton versetzt, 
der Niederschlag abfiltriert und getrocknet und das Filtrat mit 9 Volumina 
Aceton versetzt. Dabei wurde nochmals ein Niederschlag erzeugt, 
der abfiltriert und getrockuet wurde. Von den zwei Niederschligen 
wurde 0,1 g auf enzymatische Wirksamkeit gepriift. Der letzte Nieder- 
schlag war mehr als dreimal kraftiger. Bei Fallung mit geringen Aceton- 
mengen fallen also hauptsachlich inaktive Beimengungen aus. 

Ich stellte jetzt 200 cem einer 3,68proz. Lésung von Roh-Enzym 
her, wozu steigende Mengen Aceton gefiigt wurden. Wenn 159 ccm 
Aceton zugesetzt waren, wurde die Fliissigkeit triibe. Mit noch 200 ccm 
Aceton wurde nun ein groBer Niederschlag erzeugt, der abfiltriert und 
getrocknet wurde. Von dem Filtrat, das durch mehr Aceton keinen 
weiteren Niederschlag gab, wurden 270 ccm bei vermindertem Druck 
und bei 30° auf 65ccm eingeengt. Von der konzentrierten Lésung 
wiesen 10 ccm in der Substratmischung von 27,2ccm keine wahr- 
nehmbare Drehung auf und enthielten folglich kein Enzym. Durch 
Zusatz von 1,5 bis 2 Volumina Aceton wird also alles Enzym gefillt, 
und iiberschiissiges Aceton hat nur die Wirkung, daB sich der Nieder- 
schlag schneller bildet und leichter filtriert. 

In diesem Zusammenhang will ich bemerken, dab ein kraftiger 
Niederschlag immer entsteht, wenn rohe Enzymlésung mit dem Substrat 
vermischt wird. Es ist indessen fiir die Ausbildung der Rechtsdrehung 
belanglos, ob dieser Niederschlag abtiltriert wird oder wahrend der 
Reaktion in der Fliissigkeit verbleiben darf. So konnte auch eine Roh- 
emulsinlésung vollstandig durch cyanwasserstoffhaltigen Alkohol 
gefallt werden, ohne daB das Enzym ausgefallt wurde. 


II. Reinigung des Roh-Emulsins. 
1. Dialyse. 

Roh-Emulsin wurde mit Wasser geschiittelt, wobei ein kleiner 
unwirksamer Rest abfiltriert und verworfen wurde. Das Filtrat wurde 
mit Toluol versetzt und in groBen Kollodiumschlauchen wahrend einer 
Woche gegen flieBendes Wasser dialysiert. Dabei setzte sich auf dem 
Boden der Schlauche ein weiber Niederschlag ab, der indessen en- 
zymatisch unwirksam war. 

Das Trockengewicht der urspriinglichen Lésung betrug 2,18 Proz. 
und ihr Aschengehalt 0,13 Proz. Die dialysierte Lésung war 1,26 proz. 
und hatte den Aschengehalt 0,02 Proz. Durch mehrere Versuche mit 
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beiden Lésungen wurde gefunden, daB die Dialyse keine Abnahme der 
Wirksamkeit mitgefiihrt hatte. Dies wurde so untersucht, daB in zwei 
Reaktionsmischungen von je 1 cem Aldehyd, der aquivalenten Mengen 
Cyanwasserstoff, Acetatpuffer zur optimalen Aciditat und 2,5 cem 
von jeder Enzymlésung zum Totalvolumen 1I8ccm, die Maximal- 
drehungen (0°, 80 und 0°, 80 bzw.) und die totale Synthese (etwa 
95 Proz.) beobachtet wurden. Hieraus berechnen sich die spezifischen 
Drehungen der beiden Oxynitrillésungen zu je 5,1°. Um einen zahlen- 
maBigen Ausdruck fiir den Reinheitsgrad zu bekommen, verfahren 
wir folgendermaBen: Die in den Substratgemischen beobachtete 
Rechtsdrehung ist der Enzymmenge proportional (siehe weiter unten 
V,A) und kann also als MaB der Enzymmenge dienen. Nun ist in- 
dessen in den verschiedenen Versuchen aus auBeren Griinden die 
Verdiinnung der Substrate nicht ganz dieselbe, aber da die Total- 
synthese in simtlichen Fallen beinahe die gleiche ist, kénnen wir als MaB 
der Enzymmenge die spezifische Drehung des Oxynitrils wahlen. Wir 
7 P. ey Der Reinheitsgrad 
g Enzympriaparat 
berechnet sich daraus fiir das Rohpriparat zu 100 und fiir das 
durch Dialyse gereinigte zu 165. Durch einfache Dialyse kann 
also eine betrachtliche Erhéhung des Reinheitsgrades erzielt werden. 
(DaB die lange Dialysezeit an sich keine Zerstérung bewirken kann, 
wird dadurch bewiesen, daB dialysierte Enzymlésungen, mit Toluol 
versetzt, bei Zimmertemperatur wahrend Monaten ohne nennenswerte 
Abnahme der Wirksamkeit aufbewahrt werden kénnen.) 

Versuche, die dialysierte Lésung mit Alkohol oder Ather zu fallen, 
scheiterten aus dem Grunde, daB der kleine Niederschlag nicht in 
filtrierbarer Form ausfiel. Erst beim Zusatz eines geeigneten Elektro- 
lyten wurde das Enzym wirklich gefallt. Die Reinigung durch Dialyse 
und Fallung ist also ohne Zusatz von z. B. MgSO, unméglich, und 
der Zweck der ersten Dialyse wird ja dadurch verfehlt. Ubrigens zeigte 
ein auf diese Weise gewonnenes Praparat einen Reinheitsgrad, der nicht 
gréBer war als derjenige der nur einmal dialysierten Lésung. 


finden dann: Reinheitsgrad = 


2. Fraktionierte Fdllung mit Sdure. 

Von der groben Menge inaktiver Substanz, die bei der alkalischen 
Extraktion mit dem Enzym in Lésung geht, kann ein wesentlicher 
Teil mit Saure beseitigt und dann das Enzym mit Aceton ausgefiillt 
werden. So wurden z. B. 400g Placent mit 2 Liter Wasser angeriihrt 
und danach in kleinen Portionen 60 ccm 2n Natronlauge zugesetzt. 
Die Mischung wurde wihrend 24 Stunden geriihrt, dann mit 120 ccm 
n Essigsiure gemischt und schlieBlich filtriert. Vom Filtrat wurden 
1,5 Liter mit 4,5 Liter Aceton gefallt. Der Niederschlag wog trocken 
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30g. Dies Praparat war wirksamer und in der Farbe weiber als das 
mit Wasser extrahierte, das seinerseits weiBer war als das aus dem 
alkalischen Extrakt direkt ausgefallte hellbraune und wenig wirk- 
same Praparat. 

Auch in einer Lésung des Roh-Emulsins ruft Saure einen Nieder- 
schlag hervor, der sich in UberschuB der Saure list. Um die fiir die 
Fallung optimale Aciditat kennenzulernen, wurde eine Roh-Enzym- 
losung bereitet und in Mengen von 100 cem mit wechselnden Mengen 
Essigsiure versetzt, wonach die Niederschlage abfiltriert wurden. In 
den Filtraten wurde die Aciditat elektrometrisch gemessen und das 
Trockengewicht bestimmt. Dann wurde in je 5cc:n die enzymatische 
Wirkung gemessen, durch Beobachtung der maximalen Rechtsdrehung 
in einer Reaktionsmischung von 2cem Aldehyd + Cyanwasserstoff!) 
+ Puffer + Enzym = 30,6cem. Aus den spezifischen Drehungen wurden 
die Reinheitsgrade der verschiedenen Enzymlésungen berechnet (Ta- 
belle ILL und Abb. 1). 

Tabelle ITI. 














Aciditat Trockengewicht Maximale Spezifische 
Pu Proz. Drehuny Drenung Reinholtagned 
8.5 2,61 1,30° 8,0° 61 
(keine Saure) 
74 2,53 1,30 8.0 63 
5,4 2,20 1,30 8.0 73 
5.1 0.98 1,25 7,7 157 
50 0,70 130 8,0 228 
48 0,63 1,30 77 253 
4.6 0.65 1.25 8.0 236 
42 1,45 0,90 55 76 
39 2,60 0,60 3,7 28 
0 
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Abb. 1. Trockengewicht (x) und enzymatische Aktivitat (0) bei verschiedenen 
Acidititen. Die Aktivitat ist als Reinheitsgrad willkirlich aufwarts abgesetzt. 


1) Bei allen Versuchen war, wenn nicht anders gesagt wird, die 
Cyanwasserstoffmenge dem Aldehyd Aquivalent. 
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Bei steigender Aciditat wird also immer mehr Eiweib gefailt, bis 
bei py = 4,8 das Maximum erreicht wird. Setzt man mehr Saure hinzu, 
lést sich der Niederschlag wieder, (als Acidalbumin) bei py = 3,9 voll- 
standig. Obgleich das Trockengewicht von 2,6 bis 0,6 Proz. abnimmt, 
wird kein Enzym gefallt. Durch eine Fiallung mit Saure bis py = 4,8 
kann also die enzymatische Kraft des Priparats vervierfacht werden. 


3. Adsorption durch Tonerde. 


Das Aluminiumhydroxyd wurde folgendermaBben hergestellt. Ein 
Kilogramm Al,(SO,), + 18 H,O wurde in 3 Litern kochenden Wassers 
gelést und die Lésung in 3 Liter heiben 20proz. NH, eingegossen. Die 
Mischung wurde 10 Stunden gekocht und der Niederschlag dann so 
lange durch Dekantation mit Wasser gewaschen, bis das Waschwasser 
mit Nesslers Reagens keine Farbung gab. Das Tonerdehydrat wurde 
in 5proz. Suspension aufbewahrt. Die schleimige Mischung hatte eine 
Aciditit py = 6,8 (elektrometrisch gemessen). 


A. Tonerdehydrat sorbiert. Phosphat und Arsenat eluieren, 

Von einer dialysierten Enzymlésung (Trockengewicht 0,60 Proz., 
Aschengehalt 0,01 Proz., py = etwa 6) wurden 250ccm mit 50 ccm 
Al-Suspension verriihrt. Nach 30 Minuten wurde das Tonerdehydrat 
abfiltriert, mit ein wenig destilliertem Wasser gewaschen und dann mit 
einer | proz. Lésung von K H, AsQ,, die mit NH, gegen Phenolphthalein 
neutral gemacht war, geschiittelt. Nach Filtration wurde die Elution 
dialysiert. Das Trockengewicht war dann 0,13 Proz. und der Aschen- 
gehalt 0,03 Proz. In 15 cem dieser Lésung und in 2,5 cem der urspriing- 
lichen Lésung + 12,5 cem, Wasser wurde die enzymatische Wirkung 
gemessen (2cem Aldehyd in Totalvolumen 37 ccm). Die Mengen der 
Lésungen waren so gewahlt, daB sie gleichen Mengen fester Substanz 
entsprachen. Im ersten Falle wurde die Drehung 1,35°, im zweiten 
Falle 0,22° beobachtet (die Aciditat war in beiden Fallen py = 5). 
Die spezifischen Drehungen berechnen sich hieraus zu 1,6 bzw. 10,0°, 
wobei man findet, daB der Reinheitsgrad der urspriinglichen Lésung 109 
und der der gereinigten Lésung 667 ist. Der Reinheitsgrad der dialy- 
sierten Elution ist also sechsmal gréBer als der der Ausgangslésung 
(die Drehungen sind so klein, daB sie den Enzymmengen proportional 
sind). 

Das Arsenat kann durch Phosphat ersetzt werden. 


B. Menge sorbierter Substanz. e 


Von einer dialysierten, neutralen 1,64 proz. Roh-Emulsinlésung 
wurden drei Proben von 100 cem mit verschiedenen Mengen Al-Suspen- 
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sion versetzt. Nach einer Stunde wurde filtriert und in den Filtraten 
das Trockengewicht und die enzymatische Kraft bestimmt (2 ccm 
Aldehyd in Totalvolumen 25 ccm). In den zwei letzten Proben (siehe 
Tabelle 1V) war das Enzym vollstandig sorbiert worden. Die Sorbate 
wurden mit je 50 ccm I proz. Arsenatlésung eluiert (pq = 6,2). Nach 
dreitagiger Dialyse wurden in 10 ccm die enzymatische Wirkung und 
das Trockengewicht bestimmt. 


Tabelle IV. 





Nicht sorbierte Trockengewicht der 


Al-Hydroxyd Substanz dialys. Elution Drebung durch 
10 ccm Elution 
& g Proz. 
0 1,64 — an 
05 0,86 0,04 0,22° 
15 0,23 0,03 0,20 
2.5 0,05 0,05 0,10 


Von 0,5g Al-Hydroxyd ist also etwa die Hilfte der Trocken- 
substanz sorbiert worden, von 1,5g beinahe alles. Dabei ist die 
Sorption des Enzyms vollstandig. Da hier wie gewéhnlich der Rein- 
heitsgrad betrachtlich erhéht worden ist (mit 1,5 g bis 330), miissen 
wir schlieBen, daB die Elution, nicht aber die Sorption, recht selektiv 
sein mub. 

(Besondere Versuche zeigten, daB eine Menge der Roh-Enzym- 
lésung, die in Trockengewicht 10 cem der Flution entsprach, keine 
merkbare Drehung hervorrufen konnte, und GaB also eine groBe Ver- 
besserung des Reinheitsgrades erzielt worden war.) 


C. Abhangigkeit der Sorption von der Aciditat. 


Eine Roh-Emulsinlésung mit dem Trockengewicht 2,27 Proz. wurde 
mit Essigsiure gefallt. Vom Filtrat (Trockengewicht 0,55 Proz.) wurden 
Proben genommen, die mit Salzsiure, Essigsiure oder Natronlauge zu 
verschiedenen Aciditaten gebracht wurden (elektrometrische Messung). 
Nun wurden 50cem von jeder Probe mit je 5ccem Al-Suspension ver- 
setzt und 30 Minuten geschiittelt, wonach py, noch einmal bestimmt 
wurde. Die Elution wurde mit 10ccm molarer Na,H PO, + 15 ccm 
Wasser wihrend einer halben Stunde vorgenommen. Nachdem die 
Filtrate 15 Stunden dialysiert waren, wurde die Aciditat wieder bestimmt 
und die Maximaldrehung im Substratgemisch (10 ccm Enzymlésung 
“-2ecem Aldehyd + 16,3cem 1,19n HCN-Lésung + 5cem Acetat- 
puffer, py = 5,2) beobachtet. Das Trockengewicht der dialysierten 
Elutionen war im Durchschnitt 0,04 Proz. 
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Tabelle V. 

Pu Maxis Pu Maxi- 
vor der nach der nach der male vor der nach der nach der male 
Sorption Sorption Dialyse Drehung | Sorption Sorption Dialyse Drehung 

0,35 0,66 6,10 0,00° 5.16 5.47 6.88 1,70° 
1,91 2.81 6,30 0.85 5,79 6,20 6,95 1,75 
3,39 3,63 6,28 1,30 9.06 7,00 6,98 1,75 
3,51 3,71 6,27 1,35 1131 8,25 7,02 1,45 
4,19 4,30 6,30 1,55 12,70 12,60 7,12 015 
4,69 4,95 6,77 1,65 13,17 13,15 7,59 0,00 

















Abb. 2. Sorptions-py;-Kurve 


Obgleich ohne Schaidigung des Enzyms die Sorption zwischen 
Pu = 3 und 10 vorgenommen werden kann, ist es aus Tabelle V und 
aus Abb. 2 ersichtlich, daB man die gréBte Sorption bei py = 6 bis 7 
erzielt. 

Wenn man wie hier zuerst das mit Saure failbare EiweiB beseitigt 
und danach die Lésung durch Sorption reinigt, wird sie so eiweibfrei, 
daB kein Niederschlag bei Zufiigung des Substrats entsteht. Bei Ver- 
wendung eines so gereinigten Enzyms kann also die Ausbildung der 
Rechtsdrehung stetig beobachtet werden. 


D. Elution bei verschiedener Aciditiat. 

Nachdem durch Vorproben gefunden worden war, das alkalisches 
Arsenat weit mehr Enzym eluiert als saures, wurde die Aciditat der 
maximalen Elution herausgesucht. Die Elutionsfliissigkeit war 
2/, molares Phosphat, das durch NaOH auf verschiedene Aciditaten 
gebracht wurde, die elektrometrisch bestimmt wurden. 

Eine Roh-Emulsinlésung wurde dialysiert, wonach das Trocken- 
gewicht 2,27 Proz. gefunden wurde. Von dieser Lésung wurden 600 ccm 
mit 130 ccm Tonerde-Aufschlimmung versetzt, und nach 24 Stunden 
wurde das Sorbat abfiltriert, wonach das Trockengewicht des Filtrats 
0,40 Proz. und der Aschengehalt 0,01 Proz. war. Das Sorbat wurde 
in 100 cem Wasser aufgeschlammt. Davon wurden je 15 ccm mit 2 ccm 
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Phosphatlésung bestimmter Aciditét gemischt. Nach 17 Stunden 
wurden die Elutionen filtriert, 5ccm der Filtrate mit dem Substrat 
gemischt und die Maximaldrehung beobachtet (2 cem Aldehyd, 5 cem 
Acetatpuffer mit py = 5,2 in der Mischung) Totalvolumen 25 ccm. 


Tabelle VI. 


Aciditat bei der Elution. . 50 58 64 68 72 7, l 
Maximaldrehung ..... 030 050 1,05 160 185 200 210 2, 


Wie aus der Tabelle VI hervorgeht, wird also durch alkalische 
Elution weit mehr Enzym freigemacht als durch saure. 

Mit einer anderen Roh-Emulsinlésung wurde ein ahnlicher Versuch 
angestellt, wobei die Aciditat der Phosphatmischung in noch weiteren 
Grenzen variiert wurde. Die Elutionen wurden vor der Priifung 
dialysiert. Es ergab sich, daB bei py = 0,88 kein Enzym eluiert 
wurde, daB bei py = 4,8 ein wenig Enzym frei gemacht war und daB 
die ausgeléste Enzymmenge danach mit fallender Aciditat stetig zunahm, 
um bei kraftiger Alkalinitaét (p, — 13) wieder klein zu werden, was 
allerdings auf Enzymzerstérung beruhen kann. 

Auch durch Elution mit Alkali ohne Phosphat (pg = 10,3) wurde 
eine wirksame Lésung erhalten, die indessen nach Dialyse eine nur halb 
so groBe Drehung gab als die mit Phosphat von derselben Aciditat 
gewonnene Lésung. Wasser ohne Alkali liste kein Enzym aus. An- 
scheinend ist also die Aciditaét ausschlaggebend und das Phosphat 
scheint dadurch beizutragen, da es unlésliches Al-Phosphat liefert, 
wobei das Enzym verdrangt wird. In den folgenden Versuchen wurde 
mit 0,5 molarer Phophatlésung eluiert ‘py = 9 — 10)'). 


E. Sorption durch Ferrihydroxyd., 

Das Ferrihydroxyd wurde in derselben Weise wie das Tonerde- 
hydrat hergestellt, indem Ferrisulfat heii mit starkem NH, gefallt 
wurde. Die Aufschlimmung des ausgewaschenen Hydroxyds hatte 
ein Trockengewicht von 5,5 Proz. 

200 cem einer sauregereinigten 0,82proz. Enzymlésung wurden 
mit 50cem der Fe(OH),-Aufschlammung geschiittelt. Nach einer 
Stunde wurde filtriert und mit 25 ccm Phosphatlésung + 25 ccm Wasser 
eluiert (py = 8.5). Das Filtrat von der Sorption mit dem etwa nicht sor- 
bierten Enzym hatte das Trockengewicht 0.47 Proz. und py = 6,3. 
Es wurde gefunden, daB die Lésung keine enzymatische Wirkung 
zeigte. Die Elution wurde dialysiert, wobei etwas Ferrihydroxyd aus- 


1) Wie aus den neueren Untersuchungen (besonders von Willstdtter) 
hervorgeht, kénnen aus Sorptionsversuchen an unvollstandig gereinigten 
Enzymen keine Schliisse iiber ihre elektrochemische Natur gezogen werden. 
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flockte. Nach Filtrieren zeigte die dialysierte Lésung das Trocken- 
gewicht 0,29 Proz. und pg = 6,8. Die enzymatische Wirkung wurde 
nun in je 5cem der urspriinglichen Lésung und der Elution bestimmt. 
Die Drehungen 0,95 und 0,60° wurden beobachtet (2 ccm Aldehyd in 
25ecem). Die Elution gibt eine ziemlich schlechte Ausbeute, aber trotz- 
4H dem ist die eluierte Lésung bedeutend reiner als die Ausgangslésung 
(in diesem Falle sind die Reinheitsgrade 120 bzw. 214). Eine Reinigung 
kann also sowohl mit Fe als mit Al ausgefiihrt werden. 

Es wurden nun zwei vergleichende Sorptionsversuche mit gleichen 
Mengen Al(OH), und Fe (OH),-Aufschlammung ausgefiihrt. Von den 
Elutionen wurden in Trockengewicht gleiche Mengen auf Enzym 
gepriift, wobei es sich herausstellte, dab die Drehungen sich wie 1:0,85 
verhielten. Es scheint also, als wire das Tonerdehydrat ein wenig 


es nn 


iiberlegen. 
q Bei einem Versuch, mit einer zweiten Sorption die Elution weiter 
zu reinigen, wurde keine deutliche Verbesserung wahrgenommen. 





F. Versuche zur Sorption mit Kaolin, 

Es wurde von einer schon mit Al gereinigten Enzymlésung aus- 
gegangen, und Sorptionsversuche sowohl in saurer als in alkalischer 
Lésung wurden gemacht. In den Phosphatelutionen fand ich indessen 
kein Enzym. In einem anderen Versuch wurden die Sorbate direkt 
gepriift, enthielten aber kein Enzym. 


G. Reinigung mit Bleiacetat und Schwefelwasserstoff. 

Eine séuregereinigte Emulsinlésung (Trockengewicht 0,97 Proz.. 
Asche 0,11 Proz., pq = 6,53) wurde;mit einer kleinen Menge gesittigter 
Lésung von basischem Bleiacetat versetzt. Ein reichlicher Niederschlag, 
der sich bei weiterem Zusatz von Bleisalz nicht vermehrte, wurde ab- 
filtriert, mit ein wenig Wasser gewaschen, dann mit Wasser verrieben 
und mit einem kraftigen Strom von H,S behandelt. Wenn alles Blei 
als Sulfid gefallt war, wurde filtriert. (Wenn das Schwefelblei sich in 
kolloider Form léste, wurde es leicht mit ein wenig Natriumacetat 
ausgeflockt). Das Filtrat war farblos und klar, Trockengewicht 0,75 Proz., 
Asche 0,27 Proz. Von der organischen Substanz war also etwa die 
Halfte gefallt worden. In je 1 cem der urspriinglichen und der gereinigten 
Lésung wurde die enzymatische Wirkung festgestellt (2 cem Aldehyd 
in 25,7 cem). Die Drehungen waren 1,10 und 1,35°, die Reinheitsgrade 
660 und 1450 entsprechend. Der Reinheitsgrad ist also mehr als ver- 
doppelt. 

In einem zweiten Versuch mit derselben Ausgangslésung enthielt 
das H,S-Filtrat 1,16 Proz. feste Stoffe und 0,51 Proz. Asche, d. h. 
0,65 Proz. organische Substanz. Ein Tei! wurde dialysiert, wodurch 
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das Trockengewicht zu 0,18 Proz. und der Aschengehalt zu 0,01 Proz. 
sank. Diese Lésung gab die Drehung 1,20°, einer Aktivitat von 3640 
entsprechend. Durch die Reinigung wurde also der Reinheitsgrad 
5,5mal gréBer als der der urspriinglichen Lésung. 

Wiederholte Reinigung. Ein Teil von einer schon durch diese 
Methode gereinigten Enzymlésung mit Trockengehalt 0,30 Proz. und 
Asche 0,02 Proz. wurde wieder mit Pb gefallt, mit H,S eluiert und dann 
dialysiert, wonach ein Gehalt von 0,08 Proz. Trockensubstanz und 
0,00 Proz. Asche gefunden wurde. Die Aktivitat der ersten und der 
zweiten Lésung wurde gepriift, wobei gefunden wurde, daB 1 cem der 
beiden Lésungen in den Reaktionsmischungen (2cem Aldehyd in 
25,7 ecm) die Drehungen 2,00 und 1,55° hervorrief. Dies gibt einen 
Reinheitsgrad von 3680 bzw. 10000. Durch einmal wiederholte Be- 
handlung mit Pb und H, 8, in Verbindung mit Dialyse, laBt sich also 
die Roh-Enzymlésung weitgehend reinigen. Von den hier gepriiften 
Methoden scheint diese die beste zu sein, und ein rund hundertfacher 
Reinheitsgrad im Vergleich mit dem Rohpriparate kann leicht erreicht 
werden. 

Setzt man direkt zu dem Substrat den enzymhaltigen Bleinieder- 
schlag, wird eine kraftige Rechtsdrehung beobachtet. Das Bleisulfid 
und das Dialysat sind dagegen vollkommen inaktiv. 

Statt des basischen Bleiacetats kann auch neutrales mit etwa 
demselben Erfolg angewendet werden. Die Elution des Enzyms mit 
H,S wird in beiden Fillen erleichtert, wenn etwas NaOH zugefiigt 
wird, um die durch H,§ in Freiheit gesetzte Essigsiure abzustumpfen. 


Ill, Direkte Reinigung des Mandelextrakts. 

Um zu erfahren,’ ob die Ausfallung des Roh-Emulsins durch Aceton 
etwa entbehrt werden konnte, wodurch die Reinigung weit einfacher 
werden sollte, wurden auch Reinigungsversuche mit Placentextrakt 
ausgefiihrt. 

A. Dialyse. 

Placent wurde mit schwach alkalischem Wasser extrahiert und 
das Filtrat mit ein wenig Essigsiure gefillt. Das Filtrat hatte das 
Trockengewicht 2,72 Proz. und den Aschengehalt 0,28 Proz. Ein Teil 
wurde dialysiert und dann das Trockengewicht zu 0,07 Proz. bestimmt. 
Beide Lésungen wurden auf Enzymgehalt gepriift (5 cem Enzym, 2 ccm 
Aldehyd in Totalvolumen 25,7 ccm). Die Drehungen waren 1,45 und 1,80°, 
wovon sich die Reinheitsgrade 61 und 2660 berechnen. Die dialysierte 
Lésung war also etwa 40mal aktiver als die undialysierte. Die AuBen- 
fliissigkeit bei der Dialyse wurde bei vermindertem Druck und 30° 
eingeengt, gab aber keinen enzymatischen Effekt. Durch Dialyse kann 
also der Mandelextrakt weitgehend gereinigt werden. 
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B. Sorption. 

Ein Extrakt, der mit Saure von dem gréBten Teile des Eiweibes befreit 
war und das Trockengewicht 1,74 Proz. hatte, wurde sowohl in saurer 
(Pa = 4 bis 5) als in alkalischer Lésung mit Al behandelt. Zu 300 ccm 
Extrakt wurden in beiden Fallen 20cem Al (OH),-Aufschlammung ge- 
setzt. Beide Adsorbate wurden mit 100 ccm Dinatriumphosphatlésung 
(?/, molar) eluiert und die Elutionsfliissigkeiten dann dialysiert. In 
beiden Fallen wurden hellbraunliche, ein wenig opaleszente Lésungen 
erhalten. Die aus der sauren Fliissigkeit erhaltene Lésung hatte das 
Trockengewicht 0,78 Proz., die durch alkalische Sorption gewonnene 
0,30 Proz. (beide gaben merkbare Niederschlage beim Vermischen mit 
dem Substrat und waren also ziemlich unrein). In 1 cem wurden die 
Enzymmengen bestimmt (2cem Aldehyd in 25,7ccm). Aus den 
Drehungen 0,20 bzw. 0,65° berechnen sich die Reinheitsgrade 130 
bzw. 1120. Die aus dem basischen Extrakt erhaltene Lésung ist also 
etwa 9mal aktiver als die aus dem sauren gewonnene. 

Um zu untersuchen, ob ein durch Dialyse gereinigter Extrakt 
durch Al-Sorption weiter verbessert werden kann, wurde ein solcher 
Extrakt von Trockengewicht 0,62 Proz. mit Alsorbiert und mit Phosphat 
eluiert. Nach Dialyse hatte die Lésung das Trockengewicht 0,50 Proz 
Je 5cem des Extrakts und der Elution gaben die Drehungen 0,80 und 
1.75° (2cem Aldehyd in 25,7 cem), entsprechend den Reinheitsgraden 
133 und 361. Durch die Sorption ist also der Reinheitsgrad etwa ver- 
dreifacht worden. 

SchlieBlich wurde ein mit Sdure und Dialyse gereinigter Extrakt 
sorbiert. Eine Lésung mit dem Trockengewicht 4,06 Proz. wurde mit 
Essigsiiure gefallt und das Filtrat dialysiert. Das Trockengewicht 
wurde dadurch 0,52 Proz. Durch Sorption, Elution und Dialyse erhielt 
ich eine Lésung mit dem Trockengewicht 0,66 Proz. Je 5ccem der 
Lésungen wurden auf Enzymgehalt gepriift (2 cem Aldehyd in 25,7 cem). 
Die urspriingliche Lésung gab 2,95°, die siuregereinigte 1,45° und die 
Elution 2,90°, wovon sich die Reinheitsgrade 75, 287 und 457 berechnen. 
Nach der Saéurebehandlung war also der Reinheitsgrad viermal und 
nach der Sorption sechsmal gréBer als im Rohextrakt. 


C. Reiniqung mit Bleiacetat. 

Nachdem Vorversuche gezeigt hatten, daB auch bei der Fallung 
mit PbAc, ein neutraler oder schwach basischer Extrakt eine bessere 
Ausbeute lieferte als ein saurer Extrakt, wurde ein alkalischer Extrakt 
aus Mandelpulver bereitet und dialysiert. Das Trockengewicht war 
dann 2,07 Proz. und der Aschengehalt 0,02 Proz. Ein Teil dieser Lésung 
wurde mit neutralem Bleiacetat vollstandig gefallt. Nach Behandlung 
mit H,S, Filtration und Dialyse wurde aus dem Bleiniederschlag eine 
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Lésung erhalten, die nach Einengen das Trockengewicht 1,34 Proz. 
und den Aschengehalt 0,02 Proz. aufwies. Von beiden Lésungen wurde 
l cem auf Enzym gepriift (2 cem Aldehyd in 23,1 cem). Aus den beob- 
achteten Drehungen 0,80 und 3,70° berechnen sich die Reinheitsgrade 
180 und 1300. Der Reinheitsgrad ist im letzten Falle etwa 7 mal gréBer. 
Die Methode ist also auch bei Mandelextrakt gut. 


D, Reinigungsversuche mit Tannin. 


In einer Lésung von Roh-Emulsin ruft Tannin einen Niederschlag 
hervor, der enzymatisch sehr aktiv ist. Ein Extrakt aus Placentpulver 
wurde mit Saure gereinigt, eingeengt und mit Tannin fraktioniert 
gefallt. Die erste Fraktion, welche die Hauptmenge ausmachte, war 
weniger wirksam als die letzte. Durch Behandlung mit Bleioxyd und 
Wasser oder mit Baryt konnte ein stark wirksames Filtrat erhalten 
werden. Da indessen meine Enzymlésungen, an sich linksdrehend, 
durch die Anwesenheit des Tannins stark rechtsdrehend wurden und 
dadurch die Berechnung der Drehung des gebildeten Oxynitrils er- 
schwerten, habe ich keine weiteren Versuche mit dieser Methode aus- 
gefiihrt. 


Vergleich der B-Glucosidase- und der Oxynitrilesewirkung verschiedener 
Prdparate. 

Im Zusammenhang mit den Versuchen zur Reinigung der Oxynitri- 
lese wurde auch in aller Kiirze untersucht, wie sich ein anderes Enzym 
der Mandeln, die B-Glucosidase, bei den Reinigungsoperationen verhalt. 

Roh-Emulsin wurde in Wasser gelést = Lésung £,, mit Trocken- 
gewicht 3,25 Proz. und Asche 0,11 Proz. Ein Teil dieser Lésung wurde 
mit Saure gereinigt und dann mit Aceton gefallt. Von dem getrockneten 
Pulver wurde eine 3,95proz. Lésung bereitet, Asche 0,30 Proz., 
= Lésung Z£,. Ein Teil davon wurde mit Bleiacetat behandelt und dialy- 
siert und gab die Lésung 2, mit Trockengewicht 0,59 Proz. und Asche 
0,01 Proz. Von den drei Lésungen wurden 0,3ccm auf Oxynitrilese 
untersucht (2cem Aldehyd in 23,l cem, py = 5,2). Aus den beob- 
achteten Drehungen EZ, 0,35°, E, 1,30° und Ey, 1,65° berechnen sich 
die Reinheitsgrade der Lésungen: 166, 550 und 4390. Die relativen 
Aktivitaten sind also 1, 3,3. und 26,4. 

Nun wurde die Salicinspaltung der drei Lésungen bestimmt’). 
Die 2proz., mit Puffer versetzte Salicinlésung zeigte die Drehung 
— 2,30°. Die vollstindige Spaltung entspricht der Drehung + 1,19°. 
Zu 15 ccm dieser Lésung setzte ich 1,0cem EF, oder 0,9 cem FE, oder 
10cem £,. Im ersten Falle wurde nach 2%/, Stunden die Drehung 


1) Heljerich, Zeitschr. physio]. Chem. 117, 160, 1921. 
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— 0,85° gefunden (nach Zusatz von Pottasche — 0,70°). Im zweiten 
Falle nach derselben Zeit 0,35° bzw. 0,50, im dritten Versuch nach 
1/, Stunden — 1,80°, nach 14/, Stunden — 0,85° und nach 2?/, Stunden 
— 0,35" (nach Zusatz von Pottasche — 0,20°). Aus diesen Zahlen 
berechnen wir die Reaktionskoeffizienten zu 197, 521 und 282. 10~°. 
Da diese Koeffizienten den Enzymmengen proportional sind, finden 
wir die relativen Reinheitsgrade beziiglich der 8-Glucosidase zu 1, 2,6 
und 8,3. Wir finden also, daB die zwei Enzyme in sehr verschiedenem 
Grade angereichert werden. So ist z. B. durch die Bleimethode die 
Oxynitrilese dreimal reiner als die Glucosidase. 


IV. Eigenschaften der Oxynitrilesepriparate. 
A. Spezifische Drehung des Enzymprdparats. 

Eine undialysierte Roh-Emulsinlésung (6 Proz.) gab die Drehung 
— 4.80° (2-dm-Rohr), eine andere, 3,94proz. Lésung die Drehung 
— 3,20°. Die spezifischen Drehungen sind also — 40,0 bzw. — 40,6°. 
Nach Dialyse, wodurch das Trockengewicht auf 2,9 Proz. sank, gab 
die erste Lésung die spezifische Drehung — 44,8°, die zweite Lésung 
mit Trockengewicht 3,47 Proz. gab — 45,1°. Einige andere Roh- 
Emulsinlésungen (dialysiert), deren Trockengewicht zwischen 1,2 und 
2.8 Proz. schwankten, zeigten die spezifischen Drehungen — 44,7, 
— 44.6, — 44,4, — 44,4, — 44,0, — 45,1 und — 45,8°. Das Mittel 
scheint — 45° zu sein. 

Die Priparate, die nach den verschiedenen oben geschilderten 
Methoden gereinigt waren (Trockengewicht unter 1 Proz.), zeigten 
spezifische Drehungen zwischen — 30 und — 40°, mit einem Mittel von 
etwa — 35°. 

In diesem Zusammenhang sei auf die wichtige Tatsache hingewiesen, 
daB die spezifische Drehung des Enzympriparats sich durch Hitze- 
inaktivierung des Enzyms nicht anderte. Nun hangt ja mit aller Wahr- 
scheinlichkeit die Wirkung der Oxynitrilese mit ihrer optischen Aktivitat 
zusammen, und es ist méglich, daB die Hitzeinaktivierung mit einer 
Racemisierung zusammenhangt. Da nun aktive und hitzeinaktivierte 
Enzymlésungen dieselben spezifischen Drehungen zeigten, wiirde 
folgen, daB das Enzym zu der Drehung der Lésung nur wenig beitrigt, 
sei es wegen einer sehr kleinen spezifischen Drehung oder wegen einer 
sehr geringen Konzentration im Praparat. 


B. Stabilitat bei Zimmertemperatur. 


Eine toluolhaltige Enzymlésung, die durch Sorption mit Al ge 
reinigt war (0,13 Proz.) und mit Reinheitsgrad 667, gab im Substrat- 
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gemisch die Drehung 1,35°. Nach einem Monat gab dieselbe Menge 
der Enzymlésung die Drehung 1,30°. Das Enzym wird also beim Auf- 
bewahren unter Toluol bei Zimmertemperatur wihrend dieser Zeit 
nicht merkbar inaktiviert. 

Um die Stabilitat gegen Saure zu priifen, versetzte ich eine dialy- 
sierte Roh-Emulsinlésung vom Reinheitsgrad 65 mit wachsenden Mengen 
Essigsiure. Jedesmal wurde der EiweiBniederschlag abfiltriert und 
im Filtrat die Aciditat, das Trockengewicht und, nach Neutralisieren, 
die enzymatische Wirkung bestimmt. Durch die Saurefallung 
nahm das Trockengewicht von 1,45 bis 0,15 Proz. ab (Reinheits- 
grad 663), ohne daB die Drehung des Reaktionsgemisches (1,90°) 
im meBbaren Grade vermindert wurde. Auch in den Lésungen, die 
mit Essigsiure noch saurer gemacht waren (pq = 3), wurde nach 
Neutralisieren eine ebenso gute Wirkung beobachtet. Die Ein- 
wirkungsdauer der Saiure war 1 Stunde. Diese Aciditat zerstért also 
das Enzym nicht. 

Auch in alkalischer Lésung ist es sehr haltbar. So gab z. B. eine 
Enzymlésung, die nach Sorption mit Al bei py = 11,3 eluiert wurde 
(1 Stunde), eine ebenso groBe Drehung wie eine durch Elution bei 
Pu = 7 bis 8 erhaltene Lésung. Bei einem anderen Versuch wurden 
die zwei Elutionen bei pg = 8.5 und 12,5 wihrend 12 Stunden vor- 
genommen. Nach Dialyse waren die Trockengewichte 0,21 und 0,20 Proz. 
und die Aciditaiten py = 8,1 und 8,9. Im Substratgemisch (2 ccm 
Aldehyd in 30,6 cem) wurden die Drehungen 0,85 bzw. 0,30°, den Rein- 
heitsgraden 495 und 180 entsprechend, erhalten. Wahrend 12 Stunden 
verliert also das Enzym bei py = 12,5 etwa zwei Drittel seiner Wirk- 
samkeit. (Hier ist allerdings zu bemerken, da die Aciditat py = 12,5 
wahrscheinlich mit der Zeit ein wenig zunahm. Die Base wird namlich 
allmahlich teilweise an das feste Al-Hydroxyd gebunden.) 


C. Thermostabilitat. Inaktivierungstemperatur (1 Stunde), 


Es wurde zuerst das pg-Stabilitatsoptimum des Enzyms bestimmt. 
Eine siuregereinigte Enzymlésung (Reinheitsgrad 503, Trocken- 
gewicht 4,06 Proz., Asche 0,46 Proz., spezifische Drehung — 41,7°, 
Pu = 6,3) wurde in mehrere Proben geteilt, die mit ihrem doppelten 
Volumen verschiedener Acetatpuffer versetzt und dann im Thermo- 
staten wahrend einer Stunde zu 60, 70 oder 80° erhitzt wurden. Nach 
Abfiltrieren des etwa gebildeten Niederschlags wurden die Drehungen 
bestimmt und die Lésungen dann 24 Stunden dialysiert. Von der 
Lésung wurden je 10 com mit dem Substrat (2 com Aldehyd + 13,6 cem 
HCN, 1,45n, + 5cem Acetatpuffer, py = 5,3 in der Reaktions- 
mischung) vermischt und die Maximaldrehungen beobachtet. 
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Tabelle VII. 





Tempe- —* Drehun 
aa Puffer (m/Liter) Eigendrehung in Subetet 
60° 1 cem Essigsiure + 9% ccm Acetat — 0,75° 240° 

05 = + 95 . a — 0,85 2,30 
se es ~~ « es — 0.85 (2,00) 
02, NaOH + 98 , a — 0,85 2,30 
70° ae sigsiure + 6 ,. “ — 0,50 0,25 
Big e + 8 , — 0,70 0,55 
05 , + 95 . i — 0,85 1,75 
it ,. weOR + 9 . ¥ — 0.50 0.00 
80° 1 , Essigsiure + 9 , = — 0,75 0.00 
a . a + 95. “ — 0.80 0.00 
-. si +10 , _ — 0,85 (0,05) 
02. NaOH + 98. - — 0,80 0,00 


Das Stabilitatsmaximum liegt also bei der Aciditaét einer Natrium- 
acetatlésung, die mit 2 bis 3 Proz. Essigsiiure versetzt ist. Bei den 
folgenden Versuchen wurde der Puffer: 9,7 cem Acetat + 0,3 ccm 
Essigsiure gebraucht (py = 5,7). Zu dieser Puffermenge wurden 
20cem der Enzymlésung gesetzt und Proben davon wiihrend ver- 
schiedener Zeiten zu 70 oder 75° erhitzt. Die Proben wurden dann 
schnell gekihlt, filtriert und 5cem davon zu dem Substratgemische 
(2cem Aldehyd + 13,6cem HCN + 5cem Puffer mit py = 5,3 im 
Gemisch) gesetzt. Alle Proben zeigten dieselbe Eigendrehung (— 1,60°), 
obgleich ihre enzymatische Wirkung sehr verschieden war. 


Tabelle VIII. 





Tempe- Erhitzungszeit Drehung im k. Tempe. Erhitzungszeit Drehung im k 
ratur Stunden Subst,at . ratur Stunden Substrat . 
70° 0 3,10° — 75° 0 3.00° — 

l 3.00 — 1 1,65 0.26 
2 2.80 0,023 2 1,05 0,23 
3 2.60 0,026 3 0.65 0,22 
4 2.35 0.030 4 0.35 0,23 
5 2.10 0.037 5 0,20 0.24 
6 1,35 0,033 6 0.10 0.24 





Die Inaktivierungstemperatur, d.h. die Temperatur, wo das 
Enzym in Lésung nach einstiindiger Erhitzung seine halbe Aktivitat 
verliert, liegt also ein wenig héher als 75°. 

Durch Berechnung der Reaktionskoeffizienten aus den obigen 
Zahlen habe ich untersucht, inwieweit sich die Hitzeinaktivierung der 


l ae " 
monomolekularen Formel: k, = ; log L in diesem Falle 
t 
l Drehung nach der Erhitzungszeit 0 


k. = . log 


“aes Drehung nach der Erhitzungszeit ¢ 
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anschlieBt. Die nach dieser Formel gefundenen k,-Werte findet man 
im letzten Stabe der Tabelle VIII. Die Koeffizienten zeigen eine gute 
Konstanz. 

D. Stickstoffgehalt. 


In einer Enzymlésung, die zweimal mit Bleiacetat und Schwefel- 
wasserstoff gereinigt war und dadurch einen Reinheitsgrad von 10000 
(46mal gréBer als der der urspriinglichen Lésung) erreicht hatte, wurde 
der Stickstoffgehalt zu 12,3 Proz. bestimmt (Mikro-Kjeldahl, 5,60 mg 
Substrat:0,690 mg N). Da ich friiher') in einem nicht besonders ge- 
reinigten Priparat den Stickstoffgehalt 12,5 Proz. gefunden habe, 
scheint es, als sollte durch diese weitgehende Reinigung der Stickstoff- 
gehalt nicht erheblich geandert werden. 

Das gereinigte Priparat gab indessen keine Ninhydrinreaktion und 
hatte also keinen nennenswerten Eiweibgehalt. Auch koagulierte seine 
0,4proz. Lésung beim Kochen nicht. Mit dem sehr empfindlichen 
Molischschen Reagenz wurde nur eine sehr unbedeutende Kohlen- 
hydratfarbung erhalten. Phosphorwolframsaure erzeugte einen starken 
Niederschlag, was méglicherweise auf die Anwesenheit alkaloidahnlicher 
Stoffe deuten kann. Eine Lésung von Roh-Emulsin gibt dagegen beim 
Kochen starken Eiweifniederschlag und auch eine sehr starke Molisch- 
reaktion. 

Eine mit Tonerde-Hydrat und Elution hergestellte Lésung 
(0,24 Proz., Reinheitsgrad 5290 = 14mal kraftiger als die urspriing- 
liche) wurde mit Aceton gefallt und der Niederschlag in Wasser 
gelést. Es zeigte sich indessen, daB noch viel Eiweifs beigemengt 
war. Auch in dieser Hinsicht ist also die Bleiacetatmethode 
tiberlegen. 

DaB das Enzym mit dem Riweif der Lésung nichts zu tun hat, 
folgt iibrigens sowohl aus dem Molekulargewicht (s. unten) als aus 
dem Umstande, da beim Vermischen mit dem Substrat, das Eiweil 
von dem Alkohol und Benzaldehyd gefallt wird, das Enzym aber in 
Lésung bleibt. Der EiweiBniederschlag, der immer bei Verwendung 
unreiner Enzymlésungen entsteht, kann beim Beginn der Reaktion 
abfiltriert werden, ohne da die Rechtsdrehung vermindert oder die 
Reaktion in irgend anderer Weise geindert wird. 


E. Molekulargewicht nach Diffusionsversuchen. 


Da es aus vielen Versuchen deutlich war, daB das Enzym kein 
genuiner EiweiSstoff war, sondern wahrscheinlich ein kleineres Mole- 
kulargewicht besaB, wurden Molekulargewichtsbestimmungen mit der 


1) Diese Zeitschr. 118, 21, 1921. 
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Diffusionsmethode von Euler!) ausgefiihrt*). Angewandt wurden 
Oholms Apparate. Sperrfliissigkeit war in simtlichen Versuchen Chloro- 
form, h/2 = 0,509 cm. 

1. Eine Lésung, die durch zweimalige Reinigung mit Bleiacetat 
und Dialyse den Reinheitsgrad 6200 (28 mal die urspriingliche) erreicht 
hatte, diffundierte wahrend 143 Stunden bei 14°. Von jeder Schicht 
wurden dann 2 ccm genommen. Die Maximaldrehungen (2 cem Aldehyd 
+ 13,7cem HCN + 4cem Wasser + 5cem Puffer von py = 5,3 in 
Mischung) durch die verschiedenen Schichten wurden 2,50, 1,17, 0.24 
und 0,02®. Daraus berechne ich das Molekulargewicht zu 5100. 

2. Eine Lésung von Emulsin, Reinheitsgrad 166, Zeit 117 Stunden 
bei 15°. Die Drehungen waren 1,9, 5,0, 90,0, 20,0, 0,00°. Molekular- 
gewicht 3700. In einem zweiten Versuch wurden die Reaktions- 
gemische bei 0° (anstatt 18°) gehalten. Die Drehungen 2,4, 0,1, 20,0, 
, 25,0, 0,00°. Molekulargewicht 3100. 

3. Von der soeben benutzten Emulsinlésung wurde ein Teil 

mit Essigsiure, Bleiacetat und Dialyse gereinigt, wodurch ihr Rein- 

, heitsgrad 4390, d. h. etwa 26mal vergréBert wurde. Diffusionszeit 

42 Stunden bei 15°. Drehungen 1,60, 0,80, 0,20, 0,05. Molekular- 
gewicht 4300. 

4. Siuregereinigte Emulsinlésung. Reinheitsgrad 550. 144 Stunden 
bei 15°. Drehungen 2,50, 1,10, 0,20, 0,00°. Molekulargewicht 7100. 
In einem zweiten Versuch war die Diffusionszeit 142 Stunden bei 15°. 
Drehungen 2,60, 1,15, 0,22, 0,05. Molekulargewicht 6900. 

5. Dialysierte Emulsinlésung, Reinheitsgrad 1350. Zeit 72 Stunden, 
15°. Drehungen 1,25, 0,45, 0,03, 0,00°. Molekulargewicht 4700. 

Aus 1. bis 5. berechnen sich die Diffussionskoeffizienten D,) = 0,098, 
0,114, 0,127,, 0,107, 0,083, 0,084 und 0,102 bez. 

Als Mittel geben meine Molekulargewichtsbestimmungen den 
Wert M = 5000. Da das diffundierende Enzym von gewissen Ver- 
unreinigungen gebunden sein kann, diirfte der gefundene Wert ein 
oberer Grenzwert sein. Es scheint indessen aus diesen vorliufigen 
Bestimmungen hervorzugehen, daB das Enzym einen bedeutend 
héheren Dispersitiétsgrad (geringere TeilchengréBe) besitzt als die 
nativen EiweiB®stoffe. 


—.. 


F. Enzymprdparat und Silbernitrat. 





Unreine Enzympriparate, wovon sehr groBe Mengen nétig 
sind, damit man eine nennenswerte Rechtsdrehung bekommt, ver- 
brauchen meBbare Mengen AgNO,. Dies mu bei der Titration des 


1) Euler, Wied. Ann. 68, 273, 1897. 
2) Betreffend die Methodik siehe Euler, Hedelius und Svanberg, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 110, 190, 1920. 
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freien Cyanwasserstoffs beriicksichtigt werden. Auch mit gereinigten 
Enzympraparaten habe ich dariiber Versuche angestellt: Zwei gleich 
grobe Mengen Cyanwasserstofflésung (18,7 cem) wurden mit Wasser 
bzw. einer Enzymlésung, die mit Bleiacetat gereinigt war (dialysiert, 
teinheitsgrad 725), verdiinnt. Es wurden 2ccm der Enzymlésung 
(Trockengewicht 3,05 Proz.) bzw. Wasser zugesetzt. Die ziemlich 
eiweiBfreie Lésung reduzierte Fehlings Lésung nicht. Von den zwei 
HCN-Lésungen wurde die gleiche Menge AgNO, verbraucht (von 
0,9 cem, 7,5cem n/10 AgNO,, 100 Proz. HCN entsprechend). Es ist 
deshalb bei Verwendung reinerer Enzymlésungen eine diesbeziigliche 
Korrektion unnétig. 


G. Dialyse durch Kollodiummembranen. 

Durch mehrere Versuche ist gezeigt worden, dafs eine Dialyse 
durch Kollodiumschlauche ohne wesentlichen Verlust von Enzym 
durchgefiihrt werden kann. Ich habe indessen in einem besonderen 
Versuch festzustellen versucht, ob in der AuBenfliissigkeit irgend eine 
Wirkung zu finden ist. Durch Fallung mit Essigsiure und Bleiacetat 
wurde eine Enzymlésung mit Reinheitsgrad 2310 hergestellt und bei 
vermindertem Druck stark eingeengt. Sie wurde dann dialysiert, die 
AuBenfliissigkeit neutralisiert und eingeengt, wonach sie in 1-dm-Rohr 
die ‘Drehung 2,25° zeigt. Von dieser Lésung wurden 3ccm mit dem 
Substrat gemischt. Die Maximaldrehung (2-dm-Rohr) war dann 0.65°. 
Da indessen das Dialysat selbst in dieser Verdiinnung 0,60° dreht, ist 
die Aktivitat auBerst klein und die Kollodiumhaute fiir Oxynitrilese 


ganz undurchdringlich. 


V. Kinetische Versuche. 

A. Die Maximaldrehung ist anfangs der Enzymmenge proportional. 

Zu gleichen Substratgemischen (2cem Aldehyd + 20 ccm Cyan- 
wasserstofflésung + 5eem Puffer, py = 5,2 im Gemisch) wurden 
verschiedene Mengen einer Roh - Emulsinlésung (3,94 Proz., Reinheits- 
grad 110) gesetzt. Die Maximaldrehungen wurden beobachtet. 


Tabelle IX. 





Enzymmenge Maximaldrehung Enzymmenge Maximaldrebung 
, | . , 
leem + 7cem Wasser | 0,60° 4cem + leem Wasser 2,40° 
Sy! eB i 1,20 S . =a «. 1 2.85 
3 ” + 2 ” - 1,80 


Erst wenn die Drehung iiber 2,40° stieg (spezifische Drehung 15,4°), 
wurde keine gute Proportionalitit mehr beobachtet. (Bei der Be- 
rechnung der spezifischen Drehung ist nach anderen Versuchen eine 
Totalsynthese von 95 Proz. angenommen worden.) 


——— 
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B, Aktivitdts-py-Kurve. 

Die Grébe der Rechtsdrehung und die Geschwindigkeit, womit 
sie erreicht wird, hangen in héchstem Grade von der Aciditat ab. Die 
py-Kurve wurde deswegen bestimmt, wobei als Puffer molare Acetat- 
Essigsiuregemische benutzt wurden. Die Enzymlésung mit Reinheits- 
grad 503 hatte Trockengewicht 4,06 Proz., Asche 0,46 Proz. und die 
: Aciditét pq = 6.3. Zu dem Gemisch von Puffer und Enzym wurde 
so viel Alkohol gesetzt, als der gewéhnlichen Reaktionsmischung 
entspricht. Die EiweiBniederschlage wurden abfiltriert und die 
Aciditat der Filtrate elektrometrisch bestimmt. Da die Pufferkonzen- 
tration so gros gewahlt wurde, daB der EinfluB von Aldehyd und HCN, 
die neutrale Reaktion aufwiesen, auf die Aciditat sehr klein war, konnte 
dadurch die Aciditat der Versuchslésungen festgelegt werden. 

Zu 2ccm Aldehyd + 13,6 cem HCN + 10 cem Puffer wurden 5cem 
Enzym oder 2,5 com Enzym + 2,5cem Wasser zugesetzt und die Maximal- 


OR tes enters sini 


drehungen beobachtet. 
Tabelle X. 











5ccm Enzym 2,5ecm Enzym 
Py Drehung Pu Drehung Py Drehung 
44 060° 3.9 005° 53 225° 
4,7 1,00 44 040 54 2,20 
49 2,10 47 0.75 55 2,10 
5.0 2.65 4.8 1,00 5,7 1,80 
5.1 2.90 4.9 1,35 59 1,25 
53 3,00 5,0 1,75 6,1 O75 
55 2.80 5.1 2,20 
58 2,25 5.2 2,25 
* % Bees 
' 3 
‘ 
wal 
> 
s 
= 
= 
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Abb. 3. Aktivitiits+yop)-Kurve. 

Nach der Tabelle X und Abb. 3 liegt das pg-Optimum bei pg = 5,2 
bis 5,4. (Die Pufferlésung, welche in dieser alkoholischen Lisung} die 
Aciditat py = 5,2 gibt, gibt im gleichen Volumen Wasser py = 4,8. 


I... ——: 
* 
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Bei diesem Punkte wird, wie friiher berichtet ist, das EiweiB der Roh- 
praparate am vollstandigsten gefiillt.) 

Bei der Deutung dieser py-Kurve der Oxynitrilese mub eine groBe 
Reihe von Tatsachen beachtet werden. Bei den gewéhnlichen spaltenden 
Enzymen werden die py-Kurven durch die elektrochemischen Eigen- 
schaften des Enzyms oder der Enzym-Substratverbindung erklart. Bei 
der Oxynitrilese entbehren wir sogar jede klare Vorstellung von der 
Enzym-Substratverbindung, und bestimmend fiir die py-Kurve sind 
aubBerdem andere, parallel mit der enzymatischen Synthese verlaufende 
Reaktionen, wie die symmetrische Synthese und die Racemisierung 
des d-Oxynitrils. 

Um iiber eine eventuelle Bindung des Katalysators an die Substrate 
etwas zu erfahren, wurden Versuche mit wechselnden Substratkonzen- 
trationen ausgefiihrt. 

C. Die Substratkonzentration. 
1. Zu 5cem Enzymlésung + 5cem Puffer (py = 5,2 im Gemisch) 
-5eem Alkohol + 16,3cem HCN (entsprechend 2cem Aldehyd) 
wurden verschiedene Mengen Aldehyd gesetzt und die Mischungen 
mit Alkohol auf das Volumen 35,3 cem gebracht. Die Maximaldrehungen 


wurden beobachtet. 





Aldehyd Drehung Aldehyd Drehung 
ccm ccm 
l 080° 3 1,00° 
2 1,25 4 0,80 


2. Zu l0cem Enzymlésung (anderes Praparat) + 10 ccm Puffer 


leem Aldehyd wurden verschiedene Mengen HCN und Alkohol 
gegeben. Volumen 51 ccm. 





Cyanwasserstoff | Entspricht Aldehyd Drehung Cyanwasserstoff | Entspricht Aldehyd Drebung 





ccm com com com 

10 1,22 0,500 20 2.44 0,90° 

16.3 2.00 0.80 30 3.66 0.95 
30} —| 


HEN | 
i————___—__|_—_ } i 
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Abb. 4. Die Drehung als Funktion der Substratkonzentration. 
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In Abb. 4 habe ich die Drehung als Funktion der Substratkon- 
zentration veranschaulicht. Die Drehung ist in einem willkiirlichen 
Mabstab angegeben (die Drehungen bei aquivalenten Substratmengen 
sind gleich 100 gesetzt). Die eine Kurve (,,Aldehyd*) betrifft den 
Versuch mit Variation der Aldehydmenge, die andere (,,HCN**) den 
Versuch mit variierender HC N-Konzentration. 

Wir sehen aus der Abbildung, daB mit steigender HC N-Konzen- 
tration die Drehung immer gréBer wird. Dies kénnte in Analogie mit 
den Annahmen bei anderen enzymatischen Reaktionen so gedeutet 
werden, dal die Oxynitrilese mit HCN eine Verbindung eingehe, 
welche das rechtsdrehende Oxynitril liefert. Durch Steigerung der 
HCN-Konzentration muBb diese Verbindung in gréBerer Menge gebildet 
werden, und daraus folgt die Mehrbildung der rechtsdrehenden Form‘). 

DaB die Drehung bei VergréBerung der AldeAydkonzentration wieder 
abnimmt, diirfte darauf beruhen, daB HCN schneller zu symmetrischem 
Nitril gebunden wird und dessen Konzentration dadurch so schnell 
abnimmt, daB die enzymatische Reaktion bald zum Stehen kommt. 

Unter der Annahme von einer Verbindung Enzym—HCN kann 
das Maximum der py-Kurve als das Maximum der Bildung oder der 
Reaktionsfihigkeit dieser Verbindung angesehen werden. Indessen 
diirfte, wie schon oben gesagt ist, dieses Maximum wenigstens teilweise 
von anderen Reaktionen bestimmt werden. So ist es z. B. klar, dab 
die Geschwindigkeit der Racemisierung des d-Nitrils, die in alkalischer 
Lésung schnell zunimmt, den alkalischen Ast der Kurve erklaren kann 
(s. zweite Abhandlung, 8. 397). 


D. Hemmung durch das Reaktionsprodukt. 


In Analogie mit den Verhaltnissen bei anderen Enzymen war zu 
vermuten, da die Geschwindigkeit der asymmetrischen Synthese durch 
die Anwesenheit von Oxynitri! beim Versuchsbeginn herabgesetzt 
werden sollte, und zwar durch die Rechtsform mehr als durch die 
Linksform. 

Mit Benzol wurde ein stark rechtsdrehendes Oxynitril isoliert und 
das Lésungsmittel im Vakuum abdestilliert. Ein Teil des Oxynitrils 
wurde durch Erhitzung vollstandig racemisiert. Der Gehalt an Oxynitril 
war in beiden Fallen 95 Proz. Zu gewéhnlichen Reaktionsmischungen 
(2cem Aldehyd + 13,7cem HCN + 5cem Puffer + lcem Enzym- 


1) Es ist bei anderen Enzymen in gewissen Fillen méglich, eine Affinitats- 
konstante Enzym-Substrat zu berechnen. Es soll nur mit Vorbehalt erwahnt 
werden, daB, wenn man hier in gew6hnlicher Weise die Affinitatskonstante 
Oxynitrilese — HCN berechnet, sich der Wert etwa 4 ergibt. (Dissoziations- 
konstante = Molare Substratkonzentration bei halber maximaler Re- 
aktionsgeschwindigkeit: etwa 0,23.) 
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lésung, das Enzym nach dem Oxynitril zugesetzt) wurde von den 
zwei Oxynitrilen 1,5 cem + 1,5 cem Alkohol zugesetzt. In einem dritten 
Versuch wurden nur 3cem Alkohol zugegeben (es wurde kontrolliert, 
daB die Aciditat in allen drei Versuchen optimal war). Die Maximal- 
drehungen wurden beobachtet (die Drehung 0,10° ist wegen der 
Eigendrehung des d-Oxynitrils korrigiert) : 


ee A 6 es a a 
Mit racemischem Oxynitril . 0,35° 
ee ON oon Bare & ere « QP 


Wie zu erwarten war, finden wir, dab das Enzym von dem 
Oxynitril gebunden wird, und zwar von der Rechtsform am _ kriif- 
tigsten. 

E. Spezifische Drehung des d- Benzoxynitrils. 

Bei kleinen Enzymmengen ist die Rechtsdrehung der Enzymmenge 
proportional. VergréBert man dann die Enzymmenge, nimmt die 
Drehung langsamer zu, um schlieBlich nicht weiter mit der Enzym- 
menge merkbar zu steigen. Mit einer sehr groBen Enzymmenge kénnte 
man hoffen, bei optimaler Aciditaét ein ziemlich reines d-Oxynitril 
zu erhalten. (Dies wird natiirlich erst dadurch erméglicht, daB unter 
jenen Umstinden die enzymatische Synthese viel schneller verlauft 
als die symmetrische. Nach meinen oben gemachten Annahmen iiber 
die Bindung des Enzyms an HCN sollte dies bedeuten, dab das ,,HCN- 
Enzym*™ schneller Benzaldehyd addiert als die freie Cyanwasserstoff- 
saure). 

1. Zu der gewéhnlichen Substratmischung wurden verschiedene 
Mengen einer sauregereinigten Enzymlésung zugesetzt (organische Sub- 
stanz 7,20 Proz.). Die Drehungen (1-dm-Rohr) waren: mit 5eem Enzym- 
lésung 2,35°, mit 7 cem 2,50° und mit 9 ccm 2,50°. Die Totalsynthese 
wurde durch Bestimmung des freien HCN gemessen. Es wurde ge- 
furiden, daB in den zwei letzten Versuchen bzw. 92,3 Proz. und 92,6 Proz. 
des HCN gebunden war. Im letzten Falle berechne ich die spezifische 
Drehung 26,1°. Die Oxynitrillésungen wurden gemischt und mit 
dem gleichen Volumen Benzol ausgeschiittelt. Die alkoholisch-wasserige 
Lésung drehte dann in 2-dm-Rohr 0,15°, die benzolische Lésung 5,25°, 
woraus folgt, daB beinahe alles Oxynitril ausgeschiittelt war. Auch 
nach einer Woche war die Drehung der Benzollésung unverandert, und 
nach Verdunsten des Benzols bei Zimmertemperatur wurde ein stark 
rechtsdrehendes Oxynitril erhalten (etwa 15° in 1-dm-Rohr). 

2. In einem Versuch mit derselben Substratmischung und 7 ccm 
einer 0,26proz., zweimal mit Bleiacetat gereinigten Enzymlésung 
(Reinheitsgrad 6630) wurde die Drehung 2,70° bei 92,5 Proz. Total- 
synthese beobachtet. Spezifische Drehung 28,2°. 
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3. Von einer gereinigten Enzymlésung (Reinheitsgrad 4000) wurden 
steigende Mengen zum Substratgemisch zugesetzt, wobei das Total- 
volumen immer konstant gehalten wurde. Folgende Drehungen wurden 
abgelesen: mit Lcem Enzymlésung 2,75°, 2cem 3,10°, 3cem 3,10°, 
4eem 3,15°, 5cem 3,20°, 6cem 3,15°. Die Totalsynthese wurde in 
simtlichen Versuchen zu 92,0 + 0,5 Proz. bestimmt. In den zwei 
letzten Fallen finden wir die spezifischen Drehungen 30,8 und 30.2°. 

4. Ein mit Benzol ausgeschiitteltes, stark rechtsdrehendes Oxynitril 
wurde auf totalen HCN-Gehalt nach Volhard-Feldhaus untersucht. 
Dabei wurde von 0,25 cem Oxynitrillésung 9,5 ccm n/10 AgNO, ver- 
braucht. In leem der Lésung finde ich also 0,506 g Oxynitril. In 
einem besonderen Versuch wurde festgestellt, daB eine Spaltung des 
Oxynitrils in Aldehyd und HCN in der Benzollésung nicht in Frage 
kommt, denn 0,8 cem davon verbrauchten mit Alkohol gemischt nur 
0,.3cem AgNQO,. Das benzolhaltige Oxynitril zeigte im 1-dm-Rohr die 
Drehung 13,5°. Spezifische Drehung 27,3°. 

5. Da die Rechtsdrehung bei Synthese bei niedriger Temperatur 
stirker wird, wurde schlieBlich die spezifische Drehung auch nach 
Synthese bei 0° bestimmt. (Die Wasserkonzentration mubte hier 
vermindert werden, da die Mischung sonst nicht homogen blieb.) Zu 
2cem Aldehyd + 13,1 ceem HCN +2 cem Puffer wurden 3 ccm 
Enzymlésung gesetzt, und dabei wurde die Drehung 3,20° in 1-dm- 
Rohr, bei 95,3 Proz. Totalsynthese, beobachtet. Spezifische Drehung 
25,6". Mit 4ccm Enzymlésung + 1 cem Puffer wurde die Drehung 
3,50° erhalten (spezifische Drehung 29,7°), und mit 5cem Enzym- 
lésung + leem Puffer fand ich bei 93,8 Proz. Totalsynthese die 
Drehung 3,50°, was einer spezifischen Drehung von 30,0° entspricht. 

Der héchste von mir erhaltene Wert, etwa 30°, ist wahrscheinlich 
die spezifische Drehung des reinen d-Benzoxynitrils. Dafiir spricht 
auch, da Arieble und Wieland') gefunden haben, daB bei 0° die 
ganze Oxynitrilmenge in optisch aktiver Form erhalten werden kann. 


F. Die Drehung des Oxynitrils in alkoholischer Lésung. 


tin mit Chloroform ausgeschiitteltes d-Oxynitril zeigte nach Ver- 
dunsten des Chloroforms die Drehung 31.5° in 2-dm-Rohr, aber nach 
5 Monaten nur 23°. Das Oxynitril wurde nun in Alkohol gelést, bis 
die Drehung der Lésung 3,40° und also von derselben GréBenordnung 
wie in den Enzymversuchen wurde. Wenn jetzt die Lésung mit 
Alkohol weiter verdiinnt wurde, zeigte sich eine genaue Proportionalitat 
zwischen Drehung und Oxynitrilgehalt. Die in meinen Versuchen 


') Journ. Americ. Chem. Soc. 43. 164, 1921. 
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beobachteten Drebungen sind also ein direktes MaB der d-Oxynitril- 
menge. 





Bei sehr hohen Oxynitrilkonzentrationen nimmt indessen die 
Drehung beim Verdiinnen schneller ab, als aus der Proportionalitats- 
regel zu erwarten ist. Ein mit Benzol isoliertes d-Oxynitril mit der 
Drehung 13,25° (1-dm-Rohr, Na-Licht) wurde so mit Alkohol verdiinnt, 
daB zu 9cem Oxynitril 1 ecem Alkohol gesetzt wurde, die Drehung 
beobachtet, noch 1 cem Alkohol zugesetzt usw. Die Drehungen wurden 
sowohl mit Na-Licht als mit Hg-Licht abgelesen [Tabelle XI und 
Abb. 5 (Hg-Licht)]. Mit Silbernitrat wurde gefunden, daB sogar bei 
der gréBten Verdiinnung (9ccm Oxynitril + 37cem Alkohol) nur 
0,2 Proz. des (sauren) Oxynitrils gespalten wurden. 





Tabelle XI. 

















Drebung Drehung 
Verdunnung Verdunnung 

Hg-Licht NasLicht Hg-Licht Na-Licht 4 

9eem +90). 15,20° 13,25° 9ccm + 9)—  5,70° 5,05° 

Oxynitril + 1} = 12,55 — Oxynitril +11] = 5,10 4.40 

+218 10,80 9,50 +138]/ 3 4,50 4,00 

+305 9,55 8,40 +1773 3,50 3,20 

+4]. 8,55 7,55 +21). , 3,10 2,75 

+5] 5 7,70 6,85 + 27 | = 240 2,75 

+7} ° 6,50 5,80 +37) ° 1,90 1,70 

ah aia | Die friiher bestimmte 


spezifische Drehung 30°wurde 
mit Na-Licht beobachtet und 
Me _ diirfte also im Hg-Licht etwa 
32° betragen. 
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fiihren ist. Ich habe nun einige weitere Versuche  angestellt, 
indem ich bei verschiedenen Temperaturen sowohl die Drehung 

















als die Totalsynthese be- 
stimmte. Zu 4ccm Alde- 
hyd + 26,2 cem HCN.- 
Lésung + 10 cem Puffer 
(Py in der Mischung = 5,2) 
wurden 5ccm einer Enzym- 
lésung (aus Mandelextrakt 
mit Saure,  Bleiacetat 
und Dialyse hergestellt, 
Reinheitsgrad 4320) zuge- 
setzt. Proben von 3ccm 
zur Silbertitration (Ta- 
belle XII). 

Aus der Tabelle X11 
sehen wir, daf} bei héherer 
Temperatur die Maximal- 
drehung kleiner ist und 
schneller abnimmt. Bei 
60° wird keine Rechts- 
drehung beobachtet. Bei 
dieser Temperatur bleibt 
auch die Totalsynthese bei 
einem niedrigeren Werte 
stehen. Um festzustellen, 
daB diese Verschiebung der 
Gleichgewichtslage von der 
Anwesenheit des Enzyms 
unabhingig ist, wurde der 
Riickgang der Drehung 
eines enzymfreien Oxy- 
nitrils untersucht. Ein 
mit Benzol ausgeschiittel- 
tes Oxynitril wurde in 
pufferhaltigem Alkohol ge- 
lést und die Lésung in 
drei Teile geteilt. Die 
Ausgangsdrehung war im 
2-dm-Rohr 1,15". Die drei 
Lésungen wurden bei ver- 
schiedenen Temperaturen 
gehalten und die Drehun- 
gen ab und zu kontrolliert 
(Tabelle XIII). 


Tabelle X11. 


Oxynitrilese. 


Total- 
synthese 
’roz 


60! 
Drebung AgNO, 
com 


Total- 
synthese 
Proz 


35° 
AgNO, 
com 


Drehung 
Proz. 


Total. 
synthese 


25° 
| 
Drehung | A8NOs 
Proz. ecm 


Total. 
synthese 


0° 
AgNO, 
com 


Drehung 


Temperatur : 
Zeit 











86,4 


34 


3.6 


0.0° 
0.0 


0.0 
0.0 


95,2 


88.0 


30 
12 


085° 
0,95 
0,95 
0,95 
0,95 
0,85 
0.75 
0,45 


3,6 
96.9 


94.4 


90.0 


6 
14 


-~o 


9 
08 


2,109 
2.40 
2.45 
2.45 
2.45 
2.45 
2.20 
2.00 





90,8 


92.8 


18 


2,3 


« 


3.15 


3,00 


3,10 


. 
« 
« 


” 
” 
” 
” 


Stunde 


Minuten . 
2 Stunden . 


5 
10 
25 
30 
45 

1 
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Tabelle XIII. 








Zeit 0 25° 60! 
l Stunde.... 115° 1,10° 0,10° : 
45 Stunden .. 1,10 0,95 0.05 
21 a 4.5 1,05 0.55 0.00 
30 a “— 1.05 0.40 0.00 


ecm AgNO, zu 
5eem Lésung . 0.2 04 10 


Die Silbertitrierung wurde nach 30 Stunden vorgenommen. Es 
geht aus der Tabelle XIII, wie ich friiher gefunden habe, hervor, daB 
die Racemisierungsgeschwindigkeit mit der Temperatur vergréfert 
wird. Da das Oxynitril nicht ganz benzolfrei war, kann seine Menge 
bei der Titrierung nicht genau berechnet werden. Indessen sehen wir, 
daB die Verschiebung des Gleichgewichts durch die Anwesenheit des 
Enzyms nicht bedingt war. 

Die Angabe von Rosenthaler, daB die gréBte Drehung bei 25 bis 30° 
erreicht werden sollte, ist offenbar nicht stichhaltig. Bei 0° wird die 
Drehung gréBer, ihre Ausbildung aber verlauft langsamer. 





Da die Annahme nahe liegt, daf die Hitzeinaktivierung der 
Oxynitrilese in einer Racemisierung besteht. habe ich einen approxi- 
mativen Vergleich zwischen den Temperaturabhangigkeiten der zwei 
Reaktionen angestellt. Die Racemisierungsgeschwindigkeit meines 
Oxynitrils wird verzehnfacht durch etwa 15° Temperaturerhéhung 
(30 bis 60°, zweite Abhandlung, 8.394). Die Hitzeinaktivierung er- 
fahrt dieselbe VergréBerung ihrer Geschwindigkeit im Zeitintervall 


von etwa 6°. 


VI. Ergebnisse der Reinigungsversuche. Eigenschaften gereinigter 
Enzympriparate. 


Das Roh-Emulsin wird am besten durch Extraktion von Mandel- 
pulver mit schwach alkalischem Wasser hergestellt. Dabei werden die 
Sauren neutralisiert und das in den Zellen festgehaltene Enzym frei 
gemacht. Natiirlich wird auch eine grobe Menge inaktiver Substanz 
herausgelést. Durch Fallung mit 2 Volumina Aceton wird alles Enzym 
in einem leichten gelblichen Pulver erhalten. Da viel Mandelél aus dem 
Niederschlag frei gemacht wird und nur mit groben Mengen Aceton 
oder Ather beseitigt werden kann, ist es einfacher, von fettarmem 
Mandelpulver (,,Placent’) auszugehen. Man erhalt daraus ebenso 
gute Priparate. 
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Die Reinigung des Roh-Emulsins, d.h. die Beseitigung der inaktiven 
Beimischungen, habe ich unter Anwendung folgender Methoden versucht : 
Dialyse, 
Fillung mit Saure, 
Sorption mit Al(OH), und Fe(OH), und Elution, 
Fillung mit Bleiacetat, 
Fallung mit Tannin. 





Mit diesen Methoden kénnen auch Mandelextrakte direkt gereinigt 
werden. 

Dialyse. Das Enzym kann Kollodiumschlauche nicht durch- 
dringen. Durch mehrtagige Dialyse gegen strémendes Wasser kann 
beinahe alle Asche und etwa die Halfte der organischen Substanz 
beseitigt werden, ohne dab die enzymatische Wirkung abnimmt. Eine 
dialysierte Enzymlésung ist nur nach Zusatz eines geeigneten Elektro- 
, lyten mit Aceton fallbar. 

Reinigung mit Sdure. Bringt man durch Siéurezusatz die Aciditat 
der Enzymlésung auf py = 4,8, so wird die gréBte Menge der Ver- 
unreinigungen gefallt. So kénnen aus Roh-Emulsin etwa drei Viertel 
der Trockensubstanz ohne Enzymverlust entfernt werden. 

Tonerdehydrat und Ferrihydrat, nicht aber Kaolin, sorbieren das 
Enzym, am besten bei pq = 6 bis7. Das auch im Sorbat wirksame 
Enzym wird durch Wasser nicht herausgelést, wohl aber durch Alkali 
oder noch besser durch alkalische Phophat- oder Arsenatlésung, wobei 
die Aciditat py = 8 bis 11 die beste Ausbeute gibt. Wiederholte Ad- 
sorption hat nicht zum gréBeren Reinheitsgrad gefiihrt. 

Bleiacetat (neutrales oder basisches) fallt das Enzym. Der Nieder- 
schlag ist aktiv. Mit H,S kann das Enzym ausgelést werden, wobei 
die Verunreinigungen gréBtenteils ungelést bleiben. Durch Wiederholung 
der Bleiacetatbehandlung kann ein hochaktives Enzympriparat er- 
halten werden. Unter Zuhilfenahme der friiher beschriebenen Methode 
konnten z. B. 98 Proz. der Verunreinigungen einer Roh-Emulsinlésung 
ohne wesentliche Abnahme der enzymatischen Wirkung entfernt 
werden. Durch diese Methode wird der Reinheitsgrad der Oxynitrilese 
viel mehr gesteigert als der des vergesellschafteten Enzyms 8-Glucosidase. 

Gereinigte Enzympraparate zeigen keine Eiweifreaktionen und 
nur schwache Molischreaktion. Die Fillbarkeit durch Phosphor- 
wolframsiure kann dagegen auf Anwesenheit alkaloidartiger Stoffe 
deuten. 

Als obere Grenze des Molekulargewichts wurde durch Diffusions- 
versuche der Wert 5000 erhalten. 

Die spezifische Drehung der Enzympraparate sinkt wahrend der 
Reinigung von etwa — 45° auf etwa — 35°. Diese spezifische Drehung 
ist indessen von der Aktivitat des Priparats nicht merkbar abhangig. 
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Stabilitat. Das Enzym ist bei Zimmertemperatur sehr stabil, sowohl 
in saurer als alkalischer Lésung (pg = 3 bis 11). Die Inaktivierungs- 
temperatur, wobei das Enzym wiahrend einer Stunde seine halbe 
Aktivitat verliert, liegt ein wenig héher als 75°. 

Die optimale Aciditat ist py = 5,2 bis 5,4 im alkoholischen Substrat- 
gemisch. Da das gereinigte Enzym kein Silbernitrat verbraucht, kann 
die Oxynitrilbildung sehr bequem durch Silbertitrierung bestimmt 
werden. 

Es ist durch meine Versuche wahrscheinlich gemacht, da8 das 
Enzym mit HCN eine Verbindung eingeht, welche das rechtsdrehende 
Oxynitril liefert. [Diese Versuche machen die eigentiimliche Theorie 
von Erlenmeyer!) iiber die optische Aktivitit des Benzaldehyds noch 
unwahrscheinlicher.} Die d-Oxynitrilmenge ist bei nicht allzu groBen 
Drehungen der Enzymmenge proportional. Das Enzym wird von dem 
Oxynitril gebunden, und zwar am stirksten von der d-Form. Dies 
stimmt sehr gut mit der Beobachtung von Bredig und Fiske*), daB bei 
der Oxynitrilsynthese durch Alkaloide diese sehr kriftig von dem 
Oxynitril gebunden wurden. 

Als spezifische Drehung des d-Oxynitrils gibt Feist?) den Wert 14° 
an. Rosenthaler*) erreichte durch Amygdalinspaltung 27°. Ich habe 
unter optimalen Versuchsbedingungen den Wert 30° ermittelt (Na-Licht). 
Im Zusammenhang mit den Ergebnissen von Krieble5) diirfte daraus 
hervorgehen, daB dieser Wert die spezifische Drehung des nahezu 
reinen d-Oxynitrils ist. 

Die in den Substratgemischen beobachtete Rechtsdrehung ist 
der Menge d-Oxynitril proportional. Die Racemisierung des d-Oxynitrils 
ist von der Anwesenheit des Enzyms unabhaingig und wird durch 
Temperaturerhéhung und Verminderung der Aciditat beschleunigt. 
Durch Temperaturerhéhung wird die Gleichgewichtslage ein wenig 
gegen gréBere Spaltung verschoben. 

Ehe ich zu einer Zusammenfassung meiner Arbeiten tiber Oxynitril- 
bildung tibergehe, michte ich an dieser Stelle auf zwei altere Hypo- 
thesen iiber die Wirkungsweise des Enzyms hinweisen. 

1. Fajans*) setzt den enzymatischen Effekt in Analogie mit der 
Wirkung einiger bekannter Substanzen, niimlich gewisser Alkaloide 
wie Chinin und Chinidin. Bei Anwesenheit dieser Stoffe kann nach Be- 
lieben das d- oder 1-Oxynitril in Uberschu8 erhalten werden, wenn Benz- 


1) Diese Zeitschr. 64, 382, 1914. 

2) Ebendaselbst 46, 7, 1912. 

8) Arch. der Pharm, 247, 226, 1909. 

4) Ebendaselbst 248, 105, 1910. 

5) Journ. Americ. Chem. Soc. 48, 164, 1921. 
%) Zeitschr. f. physik. Chem. 78, 25, 1910, 
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aldehyd und HCN in Chloroform gemischt werden. Die Ursache des 
Effektes liegt nach Bredig und Fiske in der Bindung zwischen Kata- 
lysator und Oxynitril. In Ubereinstimmung damit habe ich gefunden, 
daB das Oxynitril (Rechtsform) vom Enzym kraftig gebunden wird. 
Fajans nimmt an, das die Asymmetrie bei der Synthese dadurch 
verursacht wird, da das Emulsin die Spaltung des |-Oxynitrils be- 
schleunigt. Rosenthaler!) hebt dagegen hervor, dab, wenn also die 
Emulsinwirkung eigentlich eine asymmetrische Spaltung ist, die 
d-Form entstehen sollte, wenn inaktives Oxynitril in Anwesenheit 
von Emulsin gespalten wird. Statt dessen entsteht die Linksform in 
UberschuB. 

2. E. Erlenmeyer*) versucht die asymmetrische Synthese so zu er- 
klaren, daB Emulsin und die oben genannten Alkaloide den Benz- 
aldehyd ,,aktivieren“. Benzaldehyd soll namlich in zwei Spiegelbild- 
isomeren existieren kénnen, und durch Emulsin usw. soll die eine Form 
in UberschuB gebildet werden. Beide Formen reagieren mit derselben 
Geschwindigkeit mit HCN, aber die eine Form des Oxynitrils wird in 
UberschuB gebildet werden. Das Enzym vergréBert also nicht die 
totale Reaktionsgeschwindigkeit. Das letzte stimmt mit meiner 
Beobachtung iiberein, da®B bei konstanter Aciditat die totale 
Reaktionsgeschwindigkeit durch Emulsinzusatz nicht merkbar ge- 
andert wird. 

Die Méglichkeit der Existenz von d- und 1-Form des Benzaldehyds, 
die von Erlenmeyer und von H. Pauly*) hervorgehoben wird, hat Erlen- 
meyer experimentell zu beweisen versucht, er hat dabei aber eine scharfe 
Kritik von E. Wedekind*) erfahren. Krieble5) kommt indessen auch zu 
dem Schlub, daB zwei Benzaldehyde existieren kénnen, denn Emulsin 
gibt mit dem Aldehyd des Handels d-Oxynitril, aber mit Aldehyd 
aus l-Amygdalin 1-Oxynitril. 

In diesem Zusammenhang sei hervorgehoben, daB die Dissoziation 
des Benzaldehyds in Betracht zezogen werden muB. Speziell bei Ver- 
suchen zur Deutung der py-Kurve muB man beachten, dafs die Kon- 
zentration der reaktionsfahigen Form des Aldehyds ein py-Maximum 
aufweisen kann. Die Dissoziationskonstante des Aldehyds ist zwar sehr 
klein (etwa 10~—"*), aber es ist méglich, daB® aus der Dihydroxylform eine 
Art von Zwitterionen gebildet werden kann, welche wahrscheinlich 
eine groBe Reaktionsfahigkeit besitzt. 


1) Diese Zeitschr. 73, 760, 1910. 

2) Ebendaselbst 64, 382, 1914. 

3) Ebendaselbst 67, 439, 1914. 

4) Ber. 47, 3172, 1914. 

5) Journ. Americ. Chem. Soc. 34, 716, 1912. 
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Nach der Valenzelektronformel von Pauly kénnen theoretisch 
zwei stereoisomere Benzaldehyde erwartet werden: 
H , O90 
C (0 — Elektron). 
C,H. 0 

Wegen der leichten Verschiebbarkeit der Elektronen ware es 
schwer, einen eventualen asymmetrischen Aldehyd beizubehalten 

Es scheint indessen, als sollte die Annahme von der primaren An- 
lagerung von HCN an das Enzym die Hypothese von verschiedenen 
Formen des Aldehyds iiberfliissig machen. Es ist durchaus denkbar, 
daB die an ein optisch-aktives Alkaloid gebundene Cyanwasserstoff- 
siiure den Aldehyd nur zu der einen Oxynitrilform addiert. Es ist 
iibrigens eine bekannte Tatsache, da Aldehyde und wasseriges HCN 
lésliche Salze geben, die bei Erwirmen gespalten werden. Aus absolutem 
Alkohol kénnen die Salze in kristallisierter Form gewonnen werden, 
aber beim Stehen an der Luft nehmen sie Wasser auf und zerfallen. 
In Analogie mit der Bindung des Emulsins an das d-Oxynitril stehen 
Versuche von Betti und v. Giffen'), die gefunden haben, dab mit der 
optischen Base $-Hydroxynaphthylbenzylamin racemische Oxynitrile 
asymmetrisch gespalten werden, wobei kristallisierte Salze optisch 
aktiver Aldehyd-Basenverbindungen isoliert werden kénnen. 

Gewisse andere Beobachtungen stimmen mit der Alkaloidtheorie 
iiberein. So haben Taube und Onodera®) gezeigt, daB hochmolekulare 
Alkaloide, wie Atropin und Chinin, in Wasser sich in kolloider Form 
lésen, wihrend ihre Salze echte Lésungen bilden. Dies steht még- 
licherweise mit dem von mir gefundenen hohen Molekulargewicht in 


Ubereinstimmung. 


Zusammentassung meiner Arbeiten iiber Oxynitrilbildung. 

Schon lange ist bekannt, daB viele Aldehyde leicht Cyanwasserstoff 
addieren und Oxynitrile (Cyanhydrine) liefern. Rosenthaler*) fand, dab, 
wenn Eniulsin bei der Reaktion anwesend war, die Oxynitrile oft 
optisch aktiv wurden, Benzoxynitril z. B. rechtsdrehend. Die Synthese 
dieses Oxynitrils wurde niher von Rosenthaler studiert, und er fand 
unter anderem, daB die Asymmetrie ihr Maximum bei einer bestimmten 
Temperatur und nach einer bestimmten Zeit erreichte. Er fand auch 
bei Anwesenheit von Enzym eine VergréBerung sowohl der Reaktions- 
geschwindigkeit als der Ausbeute. 

Da die Fahigkeit einer Emulsinlésung, ein optisch aktives 
Oxynitril zu erzeugen, durch Erwirmung auf 75 bis 80° verloren ging, 


1) Gazzetta 42, 316, 1912. 
*) Intern. Zeitschr. f. phys.-chem. Biol. 1, 35, 1914. 
3) Literaturhinweis siehe diese Zeitschr. 118, 16, 1921. 
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nahm Rosenthaler an, daB in dem Emulsinpriparat ein Enzym an- 
wesend sei, das die Bildung des d-Oxynitrils beschleunigt. Dieses 
Enzym nannte er syn-Emulsin, oder nach dem Nomenklaturvorschlag 
von Euler Oxynitrilese. Da gefunden wurde, da in gewissen Fallen 
ein linksdrehendes Oxynitril gewonnen werden konnte, wurde die 
Existenz von zwei Enzymen, d-Oxynitrilese und |-Oxynitrilese, an- 
genommen. Ersteres konnte gewonnen werden, wenn Emulsin zuerst 
mit Saure und dann mit Alkali behandelt wurde. 

Eine Lésung von Amygdalin wird bekanntlich durch Emulsin 
gespalten, und man nimmt an, dab Benzoxynitril dabei als Zwischen- 
produkt auftritt. Das Zerfallen des Oxynitrils in Aldehyd und HCN 
soll nach Rosenthaler durch ein Enzym, dia-Emulsin, geschehen, 
das aus einer Emulsinlésung dadurch isoliert werden konnte, daB sie 
mit MgSO, gefallt wurde, wobei das Enzym ins Filtrat ging. 


Im Anschlu8 an diese Arbeiten von Rosenthaler habe ich die Rolle 
des Emulsins bei der Einstellung des Oxynitrilgleichgewichtes studiert. 
Die wichtigsten Resultate meiner Arbeiten werden hier zusammengefafit. 

1. Vergréperung der Reaktionsgeschwindigkeit. Uber die Abhangig- 
keit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Aciditét sind von mir 
quantitative Versuche angestellt worden. Daraus geht hervor, daB die 
Reaktionsgeschwindigkeit in saurer Lésung klein ist, um gegen den 
Neutralpunkt zuzunehmen. Wird durch Pufferzusatz die Aciditat ge- 
regelt, hat die Anwesenheit von Emulsin keinen merkbaren EinfluB auf die 
Reaktionsgeschwindigkeit. Ohne Puffer wird die Aciditat durch Emulsin- 
zusatz vermindert (Eiweif und dergleichen bindet Siure), wobei die 
Synthesegeschwindigkeit wachst. Die in Frage kommende Saure ist 
Benzoesdure, die ja auBerst leicht bei der Oxydation des Aldehyds 
gebildet wird. 

2. VergroBerung der Ausbeute. Dieselbe Menge Oxynitril wird ge- 
wonnen, sei es, dafS Emulsin anwesend ist oder nicht, aber wegen der 
Aciditatsverschiebung wird das Gleichgewicht schneller mit Emulsin 
erreicht, und man findet nach einer kurzen Zeit eine gréBbere Oxynitril- 
menge als ohne Emulsin. 

3. syn- und dia-Emulsin. Da®B das von Rosenthaler hergestellte 
syn-Emulsin die totale Synthese beschleunigt, beruht auf dem Alkali- 
gehalt der Enzymlésung. Ahnliche Aciditatsinderungen sind auch die 
Ursache davon, daB die Gleichgewichtslage der Oxynitrilspaltung in 
Wasserlésung bei Anwesenheit von dia-Emulsin schneller erreicht wird. 

4. Samtliche symmetrisch-kinetischen Wirkungen werden also als 
Aciditatswirkungen erklart, und auf diese kénnen auch mehrere andere 
der Versuchsergebnisse Rosenthalers zuriickgefiihrt werden. So beruht 
z. B. das Abnehmen der Drehung nicht auf enzymatischer Spaltung 
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(dia-Emulsin), sondern auf der Racemisierung, deren Geschwindigkeit 
durch Aciditatsverminderung vergréBert wird. 

5. Enzymatische Wirkung. Als einzige Wirkung eines enzymatischen 
Katalysators ist die optische Aktivitdt des Oxynitrils zu betrachten. 
Um diesen Katalysator, von mir hier Oxynitrilese genannt, zu stu- 
dieren, habe ich Reinigungsversuche vorgenommen. 


6. Reinigung. Fettarmes Mandelpulver wird durch alkalisches | 
Wasser extrahiert und der Extrakt mit Aceton gefillt (Reinheits- 
grad rund 100). Weitere Reinigungsmethoden: 


Dialyse, erhaltener Reinheitsgrad rund ... . . 200 
Fallung mit Séure, erhaltener Reinheitsgrad rund . 500 : 
Sorption u. Elution, erhaltener Reiheitsgrad rund. 700 

Bleiacetatfaillung, erhaltener Reinheitsgrad rund . 3000 (zweimal: 10000). 


7. Eigenschaften der Préparate. Meine reinsten Priparate ent- 
halten kein EiweiB und nur wenig Kohlehydrat. Das Molekulargewicht 
dirfte nicht gréBer als 5000 sein. Die spezifische Drehung der Priiparate 
sinkt ein wenig wahrend der Reinigung. Das Enzym ist sehr stabil bei 
gewohnlicher Temperatur. Die Temperatur der halben Inaktivierung 
bei einstiindiger Erhitzung liegt ein wenig iiber 75°. Die optimale 
Aciditat (in wissrig-alkoholischer Lésung) ist py = 5,2 bis 5,4. 

Das Enzym bildet méglicherweise mit HCN eine Verbindung, die 
den Aldehyd zu d-Oxynitril addiert. Die spezifische Drehung des 
d-Oxynitrils diirfte 30° nur wenig iibersteigen. Die in der Reaktions- 
mischung beobachtete Drehung ist dem d-Oxynitrilgehalt proportional. 


8. d- und l-Oxynitrilese. Krieble1) fand, daB ein Emulsinpriparat, 
das mit Amygdalin 1-Oxynitril gab, 2 Jahre spater rechtsdrehendes 
Oxynitril erzeugte. Er erklirt dies in folgender Weise: Emulsin enthilt 
zwei synthetisierende Enzyme, von welchen die 1-Oxynitrilese schnell 
zerstort wird. DaB die Priparete Rosenthalers d-Oxynitril gaben, sollte 
darauf beruhen, daB seine Praparate viel alter waren als die von Krieble. 
Diese Erklairung scheint nicht wahrscheinlich. Keines von meinen 
vielen Priparaten hat in irgend einem Stadium von Reinheit oder 
Alter 1-Oxynitril gegeben. (Einige Praparate wurden teils unmittelbar 
nach der Darstellung und teils nach mehr als einem Jahre untersucht.) 
In teilweisem AnschluB an Rosenthaler finde ich eine einfachere Er- 
klarung folgendermaBen: Aus Amygdalin wird d-Oxynitril abgespalten 
und dann in der neutralen Lésung schnell racemisiert. Das Oxynitril 
zerfallt nun, und wegen der Anwesenheit des Emulsins wird die d-Form 
schneller gespalten, wobei die Lésung Linksdrehung zeigt. Durch die 
Annahme, daB die Oxynitrilese sowohl in die Bildung als in die Spaltung 





1) Biochem. Bull. 2, 227, 1912/13. 





Oxynitrilese. 35 


des d-Oxynitrils eingreift, werden Hypothesen von einem |-Enzym 
iiberfliissig. Zur Bekraftigung bedarf indessen dieser Punkt einer weiteren 
experimentellen Untersuchung. 

Weil das Enzym sowohl bei der Bildung wie bei der Spaltung des 
d-Oxynitrils teilnimmt, kann es vielleicht unnétig erscheinen, es als 
ein besonders synthetisierendes Enzym (Oxynitrilese) anzusehen und 
es kénnte wohl auch Oxynitrilase genannt werden. Indessen sind die 
Eigenschaften und die Wirkungsweise des Enzyms nur durch das Auf- 
treten des optisch aktiven Endproduktes studiert, und es diirfte 
deshalb angezeigt sein, den Namen Oxynitrilese bis auf weiteres bei- 
zubehalten. 

Durch meine Arbeiten habe ich gezeigt, dap entgegen der friiheren 
Theorie iiber die Mitwirkung des Emulsins bei dem Benzoxynitrilgleich- 
aewicht der einzige Effekt des enzymatischen Katalysators die oplische 
Aktivitdt des Oxynitrils ist. 

Meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. H. v. Euler, sage 
ich fiir die Anregung zu dieser Arbeit, fiir die vielseitige Unterstiitzung 
und das mir stets bewiesene Wohlwollen meinen warmsten Dank. 
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Methoden zur Bestimmung von in Wasser geléstem 
elementaren Sauerstoff bei Gegenwart von salpetriger Siure. 


Von 
Gustaf Alsterberg. 
(Aus dem zoologischen Institut der Universitat Lund.) 


(Eingegangen am & Mdrz 1925.) 


1. Die Bedeutung der salpetrigen Siiure als stérende Substanz bei der 
0,-Bestimmung nach Winkler. 

Wenn es gilt, elementaren, in Wasser gelésten Sauerstoff quanti- 
tativ zu bestimmen, ist ohne Zweifel das Verfahren nach Winkler die 
beste und einfachste aller analytischen Methoden. Leider mu das 
Wasser ganz rein sein, wenn man die erzielten Resultate als exakt 
bezeichnen kénnen soll (Kunz, 1911), da wenigstens einige Verunreini- 
gungen das Analysenresultat in hohem Grade verschieben. Besonders 
stérend wirkt eine Gegenwart von salpetriger Siure (N,O,), von der 
auch minimale Mengen (1 mg pro Liter) hinreichend sind, um eine Ver- 
wendung der Methode von Winkler zur O,-Bestimmung gianzlich un- 
méglich zu machen. 

N,0O, wirkt auf die Winklersche O,-Bestimmung deshalb stérend, 
weil genannte Substanz leichtgebundenen O, enthilt (im weiteren 
Teile der Abhandlung werde ich diesen O, als ,,nitriteigener O, be- 
zeichnen), der gleichzeitig anwesende HJ unter Abscheidung von 
freiem Jod nach der Formel oxydiert: 

N,0O, + 2HJ = 2NO+ H,O + 2J. 


Besonders mit Riicksicht auf die hydrobiologischen Verhiltnisse 
diirfte indessen so zugefiihrter nitriteigener O, fiir das Analysenresultat 
wenig zu bedeuten haben, da in der Natur | mg pro Liter iibersteigende 
Werte auBerst selten sein diirften (1 mg N,O, enthalt nur 0,15 ccm 
derartigen nitriteigenen O,). Von gréBerer Bedeutung ist dagegen, 
daB das so entstandene NO mit neu hinzugekommenem elementaren 
O, unter Bildung von N,O, reagiert; O, wird von der Bestimmungs- 
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fliissigkeit aus der Luft absorbiert oder durch die bei der Titration 
zugesetzten Reagenzien, die immer QO, gelist enthalten, zugefiihrt. 


4NO + O, = 2N,0,. 


Wie wir sehen, wird N,O, regeneriert, und diese ist dann neuer- 
dings fertig, um nach der ersten Formel zu reagieren. In diesem Falle 
spielt N,O, die Rolle eines Katalysators (Plotnikow, 1907), und dies 
ist vor allem die Ursache, weshalb sie durch ihre Gegenwart eine so 
unerhért stérende Wirkung ausiibt. In der Tat kann Img N,O, 
eine O,-Menge von etwa 10 cem in eine aquivalente Menge J umsetzen. 
Eine Grenze fiir die katalytische Wirkung liegt darin, daB die Sub- 
stanz allmahlich zu N,O; oxydiert wird. 


Il. Altere Methoden zur Bestimmung von in Wasser geléstem 0, 
bei Gegenwart von salpetriger Siure. 

Die Harnstof{fmethoden von Lehmann und Noll. Um die N,O, zu 
eliminieren, hat man verschiedene Methoden ausgearbeitet. Eine der- 
selben, von Lehmann und Noll ausgearbeitet (Ohlmiiller-S pitta, 1921, 
S. 47), besteht darin, daB der Probe Harnstoff zugesetzt wird. Dieser 
enthalt primaire Aminogruppen, die mit N,O, reagieren: 


CO (NH,), + N,O, = CO, + 2H,O + 2N,. 


Die Reaktion verlauft indessen sehr langsam (Alsterberg, 1924), 
was ich in einer spiteren Abhandlung noch deutlicher werde zeigen 
kénnen. Ich mu deshalb die Methode fiir so gut wie unbrauchbar 
erklaren. 

Die Chlorierungsmethode von Winkler. Eine andere Methode wurde 
von Winkler (1915) ausgearbeitet. Diese Methode schien recht aus- 
sichtsreich zu sein; durch eine eingehendere Untersuchung habe ich 
jedoch feststellen kénnen, daB auch sie fast unbrauchbar ist. Nach 
dieser Methode sollte das Wasser zuerst mit Chlor behandelt werden, 
welches derart zugefiihrt wurde, daB die Wasserprobe mit Schwefel- 
siure und einer Lésung von Natriumhypochlorit, letzteres erhalten 
durch Digerieren von Chlorkalk mit einer Natriumsulfatlésung, versetzt 
wurde. Das so zugefiihrte Chlor oxydiert die salpetrige Saure zu 
Salpetersaure, die ohne stérenden EinfluB ist. Das iiberschiissige Chlor 
wird durch einen Zusatz von Rhodankalium im UberschuB reduziert, 
welches der folgenden O,-Bestimmung nicht schiidlich ist. Da Chlor 
ein sehr starkes Oxydationsmittel ist, wird der Rhodanwasserstoff zu 
Cyanwasserstoff und Schwefelsiiure oxydiert. 

Durch experimentelle Ergebnisse habe ich feststellen kénnen, dab 
die auf eine derartige Chlorierung folgende Winkler-O,- Bestimmung 
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Stérungen ausgesetzt ist, die sich in groBen Verlusten von O, offen- 
baren, obwohl das Chlorierungsmittel in bedeutendem Uberschub 
zugesetzt wurde. Diese Defizite waren besonders deutlich, wenn gréBere 
Mengen starker Chlorlauge zur Anwendung gelangten, die durch 
Digerieren von Chlorkalk mit Natronlauge erhalten wurde, wobei 
dann natiirlich auch zur Reduktion des Uberschusses ein gréBerer 
Uberschu8 an Rhodankalium erforderlich war. Die Ursache war 
indessen nicht in letzterem Stoff eventuell anhaftenden Verunreini- 
gungen zu suchen. Denn sobald man zur Darstellung der Chlorlauge 
eine ganz andere Methode benutzte, nimlich Chlorgas in gekiihlte 
Natronlauge einleitete, wurde eine Hypochloritlésung erhalten, die 
auf das Rhodankalium oxydierend einwirkte, ohne daB sich bei der 
folgenden O,-Bestimmung Stérungen zeigten. Offenbar waren in der 
mit Chlorkalk als Ausgangsmaterial erhaltenen Chlorlauge irgend- 
welche Verunreinigungen vorhanden, und diese veranlaBten bei der 
Reduktion mit Rhodankalium die Bildung von Destruktionsprodukten, 
welche stérend auf die O,-Bestirhmung einwirkten. Hinsichtlich dieser 
Verunreinigungen in der Chlorlauge kann man mehrere Vermutungen 
aussprechen. Wahrend meiner letzten analytischen Arbeit, die 
besonders ein Oxydationsmittel zu finden bezweckte, welches sich 
leichter als Chlorlauge dosieren laBt, habe ich auch die Wirkung der 
Chlorite in dieser Hinsicht untersucht. Wurde als Oxydationsmittel 
Chloritlésung verwendet, von der ein vorhandener Uberschu8 mit 
Rhodankalium reduziert wurde, so erhielt man bei der Winkler-O,- 
Bestimmung keinen O,, wenn auch Parallelproben des gleichen Wassers 
bei der Analyse ohne vorherige Oxydation hohe O,-Gehalte zeigten. 
Nach diesem Resultat zu urteilen, ist es ziemlich wahrscheinlich, dab 
der Chlorkalk Chlorit enthalten kann, das bei unvollstandiger Oxydation 
von Rhodankalium stérende Wirkung besitzen kann. 

Unmittelbar nach dem Rhodanzusatz sind indessen keine stérenden 
Destruktionsprodukte vorhanden, denn bei einem Zusatz von Starke- 
lésung, Jodkalium und eines Tropfens einer schwachen Jodlésung zur 
Probe nach der Rhodanbehandlung tritt sofort eine Blaufarbung der 
Fliissigkeit ein. Es ist also offenbar. daB die stérenden Stoffe im spiteren 
Teile des Analysenganges entstehen. Dieses Verbalten gibt uns eine 
Méglichkeit, itiber die Natur der bei der Oxydation des Rhodans ent- 
stehenden Stoffe einige Vermutungen auszusprechen. Wenn auf oxydier- 
bare Schwefelverbindungen nicht allzu starke Oxydationsmittel ein- 
wirken, entstehen oft Polythionsiuren. Dies ist der Fall bei der 
Einwirkung von J auf Thiosulfat (Resultat: Tetrathionsiiure), bei der 
Einwirkung von Ferrichlorid auf SO, (Resultat: Dithionsiure) usw. 
Diese Polythionsiuren haben die Eigentiimlichkeit, von Alkali hydro- 
lysiert zu werden, und fiihren hierbei zur Bildung reduzierender Stoffe. 
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Es ist leicht einzusehen, daB die chlorige Saure, die ein schwacheres 
Oxydationsmittel als das freie Chlor ist, das Rhodankalium nicht voll- 
standig oxydiert, sondern statt dessen die Bildung von Polythion- 
sauren veranlaft, die beim nachherigen Laugenzusatz zur O,-Probe 
in reduzierende Stoffe zerfallen, die die folgende Analyse stéren. 

AuBer diesen schwer kontrollierbaren Verhaltnissen litt die von 
Winkler vorgeschlagene Chlorierungsmethode an dem Fehler, dab die 
Dosierung auBerordentlich schwierig war. Hypochloritlésungen sind 
sowohl hinsichtlich Chlorgehalts als auch Alkalitét im héchsten Grade 
unkonstant. DaB die Unbestandigkeit des Chlorgehalts von Nachteil 
ist, ist offenbar, da sie ein genaueres Feststellen der GréBe des Zusatzes 
vereitelt. Gleich nachteilig ist Unbestaindigkeit der Alkalitat, da die 
Menge des zur Freimachung erforderlichen H,SO,-Zusatzes weder zu 
niedrig noch zu hoch sein darf, denn sonst macht er in beiden Fallen 
den weiteren Verlauf der O,-Bestimmung unmdglich. 

Aus all dem erhalt man den Eindruck, daB die von Winkler vor- 
geschlagene Modifikation in der Praxis sehr schwer zu verwenden ist. 

Auch Versuche, das Chlor in Form von chlorgesiattigter Eisessig- 
lésung zuzusetzen, sowie dasselbe durch Brom oder Permanganat zu 
ersetzen, sind miBlungen. In allen diesen Fallen war die Rhodan- 
reduktion der AnlaB zu wiahrend des spiteren Verlaufs der O,-Be- 
stimmung auftretenden reduzierenden Stoffen. 

Die Korrektionsmethoden von Winkler und Noll. Hinsichtlich der 
beiden von Winkler und Noll ausgearbeiteten Korrektionsmethoden 
(Ohlmiiller-S pitta, 1921, 8.46), wobei zu Parallelproben Mangani- 
chlorid oder Jodkalium und Manganichlorid zugesetzt wird, kann 
gesagt werden, dab diese die Analysenfehler, die eine eventuell vor- 
handene Verunreinigung von N,O. hervorruft, gar nicht beseitigen. 
Der Versuch, eine derartige Korrektion zu erzielen, ist ganz einfach 
aus dem Grunde zum MiBlingen verurteilt, da wir bei der O,- Bestimmung 
mit einem viel zu groBen Komplex von nebeneinander verlaufenden 
Reduktions- und Oxydationsprozessen zu rechnen haben, die unter 
verschiedenartigen fuBeren Umstainden, z. B. Verschiedenheiten in 
der Dosierung in den verschiedenen Fallen, hinsichtlich der Wirkung 
die eine Verunreinigung veranlaBt, zu ganz verschiedenen Resultaten 
AnlaB geben. Bezeichnend ist auch, daB wahrend Kunz (1911) die 
Sache so auffaBt, daB der erhaltene Korrektionswert in Ubereinstimmung 
mit der urspriinglichen Absicht dieser Korrektionsmethoden zum 
Hauptresultat der Analyse hinzugefiigt werden soll, Tillmans mit 
gréBerem Recht hervorhebt (s. Kdnig, 1923, S8.739—740), dab der 
Korrektionswert mit Riicksicht auf die Nitritverbindungen vom Haupt- 
resultat abgezogen werden soll. Was wir jedoch vom Analysenresultat 
subtrahieren, ist der O,, der zur Oxydation von Nitrit zu Nitrat er- 











40 G. Alsterberg: 


forderlich ist; die Stérung beruht aber, wie wir im Beginn der Ab- 
handlung gesehen haben, auf ganz anderen Ursachen, und die bei der 
Korrektion erhaltenen Werte haben mit diesen Stérungsverhaltnissen 
nichts zu tun. Auch sonst ist der ganze Gedanke hinsichtlich 
einer Korrektion nach Winkler oder Noll ganz unméglich. 

Die Neutralisationsmetholen von Clarke und von Hale und 
Melia. Die besten der bisher ausgearbeiteten Methoden zur 
Paralysierung des stérenden Einflusses von N,O, bei der O,-Be- 
stimmung nach Winkler sind sicherlich die von Clarke (1911) und 
von Hale und Melia (1913) ausexperimentierten Neutralisations- 
methoden, die in den gebrauchlichen Handbiichern merkwiirdiger- 
weise ganz unberiicksichtigt gelassen werden. Nach diesen Methoden 
werden die Proben nach dem Lésen der Manganoxydhydratfiallung 
in HCl, entweder mit Magnesiumkarbonat oder mit Kaliumacetat 
versetzt, wodurch die py-Konzentration derart herabgesetzt wird, 
daB N,O, keine nennenswerte katalytische Wirkung mehr ausiiben 
kann '). Doch wird, was auch nicht zu erwarten war, durch dieses 
Verfahren die Erhéhung des O,-Wertes durch die Zufuhr nitrit- 
eigenen O, die N,O, nicht eliminiert. 


Ill. Azidmethoden. 


Wenn es gilt, in einer Probe fiir die O,-Bestimmung anwesende 
N,O, zu entfernen, mu8 man sich, wie letzterwahntes ergeben hat, 
nach Stoffen und Reaktionen umsehen, die, ohne Oxydationen oder 
Reduktionen herbeizufiihren, doch den gewiinschten Effekt zustande 
bringen. Der Harnstoff, der schon friiher erwahnt wurde, reagiert 
allerdings auf eine derartige Weise, aber mit wenig Energie. Dagegen 
kann man sich in diesem Zusammenhang an die Reaktionen der Stick- 
stoffwasserstoffsiure erinnern. Diese und auch ihre Salze, die soge- 
nannten Azide, reagieren, wie Sommer und Pincas (1915) gezeigt haben, 
sehr energisch mit N, Og. 

N,0, + 2HN, = 2N,0 + 2N, + H,0O. 
Wenigstens gegeniiber schwiacheren Oxydationsmiiteln sind die 


Stickstoffwasserstoffsiure und ihre Abbauprodukte, die bei ihrer 
Reaktion mit N,O, entstehen, gréBtenteils indifferent. So tritt in 


1} Im Referat im Chem. Zentralbl. 1914 befindet sich ein Irrtum, 
indem dort angegeben wird, daB die Nitrite nach Hale und Melia (I. c.) 
erst bei einer Menge von 0,2 Prom. einen stérenden EinfluB ausiiben. 
Gleichzeitig sollte angegeben werden, daB die beiden Verfasser die 
N,O,-Konzentration merkwiirdigerweise im N,-Volumen bestimmen, denn 


sonst werden die angefiihrten Ziffern vollkommen irrefiihrend. 
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einer mit Starkekleister und KJ versetzten Lésung, die Natriumazid 
und Schwefelsiure enthalt, auch bei minimalen Zusitzen von Jod- 
lésung, aber nicht vorher, Blaufarbung ein. In neutraler oder essig- 
saurer Azidlésung wirkt J auf Azid allerdings oxydierend nach der 


Forme! : 
2 NaN, + 2 J = 2NaJ t 3 Ny. 


Bei Gegenwart von Hyposulfit wird diese Reaktion katalytisch ver- 
mittelt, doch kommt sie in mineralsauren Lésungen nicht zustande 
(Raschig, 1915), was in diesem Zusammenhang eine sehr wichtige 
Tatsache ist. 

Von gréBerem Interesse ist es, die Geschwindigkeit festzustellen, 
mit der die Stickstoffwasserstoffsiure auf die N,O, zerstérend wirkt, 
denn hiervon ist die Verwendung derselben zur Analyse abhiangig. 
In dieser Hinsicht habe ich einige orientierende Experimente ausgefiihrt, 
die trotz ihrer Einfachheit die notwendigen Daten mit wiinschens- 
werter Deutlichkeit lieferten. Gleiche Teile zweier Lésungen, von 
denen die eine pro 100 ccm 0,2 g KJ, ein wenig NaOH sowie 0,25 mg 
N,O,, die nach dem Lésen von NaOH zugesetzt wurde, und die andere, 
ebenfalls pro l00cem 0,5 ccm konzentrierter H,SO,, eine Portion 
Stirkekleister sowie 5 mg Natriumazid enthielt, wurden unter kraftigem 
Schiitteln zusammengemischt. Hierbei wurde keine Jodabscheidung 
anzeigende Blaufarbung erhalten oder nur eine sehr schwache, die 
auf Zusatz eines Tropfens n/100 Hyposulfitlésung verschwand, ohne 
nach einiger Zeit wieder zu erscheinen. Desgleichen war die Jod- 
abscheidung sehr minimal, wenn die alkalische Jod-Nitritlésung, zu 
der das friiher erwaihnte Azidquantum und Starkekleister zugesetzt 
waren, mit 1 cem 50 proz. H,SO, angesiuert wurde. Wurde dagegen 
in beiden Fallen der Azidzusatz unterlassen, so trat mementan starke 
Blaufarbung ein. Es ist offenbar, daB das Azid die N,O, zerstért, 
bevor diese auch nur ihren eigenen nitriteigenen O, an gleichzeitig 
gegenwiartige HJ abgeben konnte. Noch weniger kam es zur kataly- 
tischen Wirkung der N,O,, obwohl ich bei den friiher erwahnten 
Experimenten auch ein Wasser mit einem O,-Gehalt von 20 cem pro 
Liter verwendete. Das Azid versprach also ein ausgezeichnetes 
Reagenz abzugeben, wenn es galt, eine O,-Bestimmungsmethode aus- 
zuarbeiten, die sich auch fiir durch N,O, verunreinigtes Wasser ver- 
wenden 1aBt. 

Die Azidnachbehandlungsmethode. Die denkbar einfachste Form 
fiir die Azidbehandlung der O,-Probe besteht darin, dab das Azid dem 
Erlenmeyerkolben zugesetzt wird, in den die Probe zur Titration aus 
der Winkler-Probeflasche gegossen wird. Das Resultat dieser einfachen 
Methode sei durch Wiedergabe einer Versuchsserie, bei der diese 
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analytische Methode zur Anwendung gelangte, beleuchtet und hierbei 
auf folgende Tabelle (Tabelle 1) verwiesen. Alle Proben wurden dem- 
selben Wasser entnommen und nach der gewéhnlichen Winkler-O,- 
Analyse behandelt. Zu den in der zweiten und dritten Kolonne an- 
gefiihrten Proben wurden jedoch 0,5cem einer Nitritlésung gesetzt, 
die so erhalten wurde, daB eine von Merck herstammende Nitritlésung 
von | mg N,O, pro Kubikzentimeter mit einem gleich groBen Teile 
konzentrierter Kochsalzlésung versetzt wurde; zur Probe wurden also 
0.25 mg N,O, hinzugefiigt. Die Kochsalzlésung bezweckte _ teils, 
den O,-Gehalt in diesem Extra-ReagenzzuschuB herabzusetzen, und 
ferner machte sie die Fliissigkeit schwerer, so daB die beabsichtigte 
N, O,-Menge wirklich in die Flasche gelangte und nicht im Hals verblieb, 
wodurch sonst Teile der Nitritlésung beim Zustopfen der Probeflaschen 
verloren gehen wiirden. Diese faBten 120 bis 125 ccm; der zugesetzten 
Nitritmenge entsprach also eine Konzentration von etwa 2mg N,O, 
pro Liter. Bei der Analyse der einen mit N,O, versetzten Serie von 
Proben wurde die eben kurz besprochene Methode verwendet, die ich 
als ,,Azidnachbehandlungsmethode* bezeichnen werde, im Gegensatz 
zu einer anderen Methode, iiber welche in dieser Abhandlung spiter 
berichtet wird. Bei dieser Analyse mit Anwendung der Azidnach- 
behandlung wurde der Erlenmeyerkolben zur Titration, bevor die Probe 
in denselben eingegossen wurde, mit 5mg Natriumazid beschickt (in 
Form einer Lésung, die 5 mg Azid pro 1 cem enthielt). Darauf wurde 
die Probeflasche geéffnet und deren Inhalt in den Erlenmeyerkolben 
iibergegossen und die Fliissigkeit zur Durchmischung ein wenig um- 
geschiittelt. Gleich darauf wurde ein Teil derselben in die Probeflasche 
zuriickgegossen, damit das vorhandene Azid auch die in der Flasche 
befindlichen Nitritreste zerstéren sollte, die sonst wahrend dieser Zeit’ 
merkbare Mengen freies Jod hatten abscheiden kénnen. Darauf wurde 
die Probe endgiiltig in den Erlenmeyerkolben iibergefiihrt und nach 
gebriuchlichem Verfahren analysiert. Die Resultate sind in unten- 
stehender Tabelle angefiihrt, in der die Ziffern die O,-Menge, aus- 
gedriickt in Kubikzentimetern pro Liter, angeben. 





Tabelle I. 
Analyse nach Winkler Analyse mit Azid: lHeritei 
- -: eeeanetaiing nachbehendluny se ad 
Ohne Nitrit Mit Nitrit Mit Nitrit 2 
5,34 6,28 sini 5,62 0,28 
5.35 6,24 oo 5,63 0,28 
534 611 | Nachblauung 5 64 030 


Die Analysenresultate zeigen charakteristische Eigentiimlich- 
keiten. In der zweiten Kolonne sind die O,-Werte von mit Nitritlésung 
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versetzten Proben angefiihrt, die aber ganz nach der gewéhnlichen 
Winkler-O,-Bestimmung ohne Anwendung der Azidnachbehandlung 
analysiert wurden. Diese O,-Werte sind, abgesehen davon, daB sie Un- 
bestindigkeit aufweisen, erheblich héher als die Werte in der ersten 
Kolonne, welche die Analysenresultate von Proben umfassen, die ohne 
Nitritzusatz nach der gebrauchlichen Methode ausgefiihrt wurden und 
den wirklichen O,-Gehalt angeben. Die Ursache, weshalb die N,O,- 
Anwesenheit so unerhért stérend wirkt, haben wir schon zu Beginn 
der Abhandlung ausfiihrlich besprochen. Ersichtlich ist indessen, dab 
wir es in voriiegendem Analysenresultat nicht nur mit einer stérenden 
Wirkung des nitriteigenen O,, sondern auch mit einem katalytischen, 
von auBen zugefiihrten O, zu tun haben. Wir kénnen ohne weiteres 
den SchluBsatz ziehen, daB auch die Gegenwart von geringen N,O,- 
Mengen die Verwendung der O,-Bestimmung nach Winkler unmdglich 
macht. 

Auch die Werte der dritten Kolonne sind wesentlich héher als die 
der ersten. aber sie zeigen im Gegensatz zu denen der zweiten Kolonne 
eine sehr gute Konstanz. Durch die Azidnachbehandlung der Probe 
wurde die katalytische Wirkung der N,O, ausgeschaltet, der N,O,- 
Zusatz hat aber doch insofern stérend gewirkt, als der nitriteigene O, 
zu J umgesetzt wurde. Das Azid greift in die Reaktionskette erst ein, 
nachdem das in der Probe so entstandene NO von aufen zugefiihrten 
QO, aufgenommen hat und zu N,O, oxydiert wurde, welches vom Azid 
augenblicklich zerstért wird. Daf die Stérung. die sich bei der Azid- 
nachbehandlungsmethode zu erkennen gibt, wirklich auf einer Zufuhr 
von nitriteigenem ©, beruht, ist durch eine einfache CUberlegung 
leicht festzustellen. Eine Menge von 2 mg N,Q, soll 0,29 ccm nitrit- 
eigenen QO, enthalten. Die in der vierten Kolonne angefiihrten 
Wertdifferenzen zwischen den Zahlen der ersten und dritten Kolonne 
sollen gerade den analytisch festgestellten nitriteigenen O, darstellen, 
und in der Tat liegen diese Zahlen sehr nahe den theoretischen 
Werten. 

Als allgemeines Resultat kann jedoch verzeichnet werden, dab die 
Azidnachbehandlungsmethode bei niedrigem N,O,-Gehalt fiir das 
analytische Ergebnis von groBer Bedeutung sein kann. Diese Methode 
ist noch zuverlassiger als die von Clarke (l.c.) und von Hale und 
Melia (\. ¢.) ausgearbeiteten Neutralisationsmethoden und diirfte be- 
sonders hinsichtlich hydrobiologischer Anspriiche zu empfehlen 
sein, da auf Grund der meistens verschwindenden Quantitaiten an- 
wesender N,O, ein eventueller Zuschu8 von nitriteigenem O, nichts 
zu bedeuten hat. 

Die Azidvorbehandlungsmethode. Es diirfte doch meistens ein- 
treffen, daB die gréBten N,O,- Quantititen unter biologischen Ver- 
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haltnissen gerade bei niedriger O,-Konzentration zu erwarten sind. 
Fiir die einigermaBen genaue Bestimmung desselben mu ein Vor- 
kommen von N,O, stérend sein, wenn es sich auch nur um 2Zu- 
gefiihrten nitriteigenen O, handelt. Im genauen Ausfiihren der Analyse 
kann man jedoch nur durch das Benutzen einer Methode, die ich die 
,.Azidvorbehandlungsmethode* nennen will, weiter kommen. Da das 
Azid auBerst rasch wirkt, braucht diese Methode nicht zu bedeuten, 
daB das Azid auf die gleiche Weise zugesetzt werden soll wie der Harnstoff 
bei der Harnstoffmethode, sondern das Azid kann vorteilhaft der bei 
der Winkler-O,-Bestimmung erforderlichen KJ-haltigen Natronlauge 
zugesetzt werden. Wie wir schon friiher bei den orientierenden Ver- 
suchen festgestellt haben, spaltet das Azid beim Ansauern vorhandene 
N,O, unmittelbar, ohne daB auch der nitriteigene O,, trotz gleich- 
zeitiger Gegenwart von HJ, wenigstens in nennenswertem Grade 
stérend wirkt. Damit diese Vorbehandlungsmethode zulassig sein 
soll, muB jedoch klargelegt werden, daB die in der O,-Probe entstehende 
oxydierende Manganoxydhydratfallung bei ihrer Lésung in Sauren 
auf gleichzeitig anwesende Azide nicht oxydierend wirkt. Wie es sich 
mit all diesen Problemen verhalt, soll die folgende tabellarische Zu- 
sammenstellung der Versuchsresultate zeigen (Tabelle Ii). Alle Proben 
wurden ein und demselben Wasser entnommen. Die in der ersten 
Kolonne angefiihrten Proben wurden einfach nach der Methode von 
Winkler analysiert, ohne daB Nitrit oder Azid zugesetzt wurde: 
die hier angefiihrten Zahlen bilden die Standardwerte, von denen 
wir bei der Beurteilung der mit anderen Methoden erhaltenen 
Resultate ausgehen miissen. In der zweiten Kolonne finden wir 
die Analysenresultate von Proben, die mit Natriumazid versetzt 
wurden, um zu untersuchen, ob sich bei der Auflésung der Mangan- 
oxydhydratfaillung auf Grund einer eventuellen Oxydation der 
Stickstoffwasserstoffsiure irgend ein Verlust an O, geltend macht. 
In der dritten und vierten Kolonne sind Proben angefiihrt, die 
mit der gebrauchlichen Nitritmenge versetzt wurden (0,25 mg N, Qs). 
Die Proben der dritten Kolonne wurden nach der Azidvorbehandlungs- 
methode analysiert, wobei zu der jodkaliumhaltigen Natronlauge 
(36 g NaOH ex. Natr. met., 20g KJ und H,O auf 100 ccm Lésung) 
so viel Natriumazid gegeben wurde, daB bei der Dosierung der 
Lauge (lccm Lauge fiir jede Probe) gleichzeitig 5 mg Azid zugesetzt 
wurden. Die Proben der vierten Kolonne wurden nach der friher 
beschriebenen Azidnachbehandlungsmethode analysiert. Die zur 
Bestimmungsserie verwendeten Probeflaschen faBten 120 bis 125 ccm. 
In der fiinften Kolonne finden sich die Werte fiir nitriteigenen Q,, 
die Differenzwerte zwischen den Ziffern der ersten und _ vierten 


Kolonne bilden. 
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Tabelle II. 
Ohne Nitrit Ohne Nitrit Mit Nitrit Mit Nitrit itritei 
Analyse nach Analyse mit Azid« Analyse mit Azid- | Analyse mit Azid- Nitsitsigener 
Winkler vedbebendione | vorbehandlung | nachbehandlung O: 
: : 
5,60 5,60 5,62 591 0.31 
5,65 5,62 5,64 5,92 0,27 
5,61 5,61 5,62 5,91 0,30 


Auch hier zeigen die Ziffern in den verschiedenen Kolonnen be- 
stimmte Eigentiimlichkeiten. Die Werte der zweiten Kolonne sind 
vielleicht etwas, aber héchst unbedeutend, niedriger als die in der 
ersten Kolonne angefiihrten. Es ist also offenbar, daB der Azidzusatz 
bei der Azidvorbehandlungsmethode kein stérendes Moment von Be- 
deutung bildet. Die kleine Differenz kann iibrigens auf einem Ablese- 
fehler bei der Analyse beruhen oder in einer Verunreinigung des Azid- 
praparats oder auch einem geringen Nitritgehalt des Wassers oder der 
Reagenzien ihren Grund haben. Desgleichen stimmen die in der dritten 
Kolonne angefiihrten Werte, die von den Analysen nach der Azid- 
vorbehandlungsmethode herstammen, gut mit den Standardwerten 
der ersten Kolonne iiberein. Dab der vorhandene nitriteigene O, eine 
ziemlich groBe Fehlerquelle gebildet hat, zeigen die Werte der vierten 
Kolonne, die bei Analysen nach der Azidnachbehandlungsmethode 
erhalten wurden. Dab die Differenzen hauptsachlich auf der Anwesenheit 
von derartigem nitriteigenen O, beruhen, zeigen die Differenzwerte 
der fiinften Kolonne; hinsichtlich dieser will ich aber nur auf das bereits 
Gesagte verweisen (S. 43). 

Als allgemeines Resultat dieser Versuchsserie ergibt sich indessen 
deutlich genug, daB man durch eine Azidvorbehandlung der Winkler- 
O,-Probe eine stérende Wirkung gleichzeitig anwesender N,Q, voll- 
stindig ausschalten kann. Wie groB der Azidzusatz sein soll, muB man 
durch Vorversuche feststellen, die man nach der gleichen einfachen 
Methode ausfiihrt, wie ich sie fiir die in dieser Abhandlung erwihnten 
(S. 41) orientierenden Versuche benutzt habe. Das Azid kann den Proben 
fiir sich ailein in Form einer Lésung zugesetzt werden; in diesem Falle 
wird sie jedoch zweckmaBig durch Kochsalz schwerer gemacht, wodurch 
teils erreicht wird, daB die beabsichtigte Menge wirklich in die Probe 
gelangt, und teils wird die O,-Menge, die der Analyse durch die Rea- 
genzien zugefiihrt wird, auf ein Minimum herabgedriickt. Zweckmabig 
kann das Azid der KJ-Natronlauge zugesetzt werden und wirken 
5 mg Natriumazid unter keinen Umstinden stérend auf die Analyse 
ein. Im iibrigen sind sowohl neutrale als alkalische Azidlésungen sehr 
haltbar. Derartige Azidlésungen habe ich 3 bis 4 Monate verwahrt, 
ohne irgendwelche Verinderung ihrer Wirkung feststellen zu kénnen. 
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AuBerdem gibt uns diese Eigenschaft der Azide, N,O, momentan 
zu zerstéren, in bezug auf die genaue quantitative Bestimmung letzterer 
Substanz Méglichkeiten und habe ich eine Methode aufgefunden, die, 
nach ausgefiihrten Vorversuchen zu urteilen, vielversprechend zu sein 
scheint. 


Zusammenfassung. 


1. Auch die Anwesenheit von kleinen Mengen N,O, hat auf die 
O,-Bestimmungsmethode nach Winkler einen stark stérenden Einflub. 
Harnstoff wirkt auf N,O, nur wenig energisch zerstérend, und auBberdem 
ist die Dosierung schwierig. Das gleiche ist mit der von Winkler aus- 
gearbeiteten Chlorierungsmethode der Fall, deren Resultate oft hinzu- 
gelangender Komplikationen halber auBerdem sehr unsicher sind. Auch 
die Korrektionsmethoden von Winkler und Noll fiihrten nicht zu 
gewiinschtem Resultat. Die besten bisher ausgearbeiteten Wege zur 
Elimination eines stérenden Einflusses der N,O, waren die von 
Clarke und von Hale und Melia ausexperimentierten Neutralisations- 
methoden. 


2. Noch gréBere Méglichkeiten bietet ein Verwenden der 
Stickstoffwasserstoffsiure, denn in dieser und ihren Salzen (Aziden) 
haben wir Reagenzien, die auch auf Spuren eventuell vorhandener 
N,O, zerstérend wirken. Gleichzeitig ist dieses Reagenz leicht zu 
dosieren. 


3. Bei der Anwesenheit geringer Mengen N,O, (unter 1 mg pro 
Liter) geniigt fiir hydrobiologische Zwecke eine Azidnachbehandlung 
der Winkler-O,-Probe. Diese Azidnachbehandlung besteht darin, dal 
die Probe mit einer hinreichenden Menge Azid versetzt wird, nachdem 
die Manganoxydhydratfallung in H,SO, gelést wurde. 


4. Bei Gegenwart gréBerer Mengen von N, O, (iiber 1 mg pro Liter) 
muB man dagegen eine Azidvorbehandlungsmethode verwenden, die 
darin besteht, daB entweder die jodkaliumhaltige Natronlauge mit 
Azid versetzt wird oder da eine Lésung von Azid in konzentrierter 
Kochsalzlésung als besonderes Reagenz hinzugefiigt wird ; von letzterem 
werden der Probe hinreichende Mengen gleichzeitig mit der jodkalium- 
haltigen Natronlauge und dem Manganchloriir zugesetzt. Ein Zusatz 
von 5 mg Natriumazid zu einer Winkler-O,-Probe von 125 cem schadet 
unter keinen Verhaltnissen, und die fiir diese Dosierung notwendige 
Azidmenge kann in die jodkaliumhaltige Natronlauge eingetragen 
werden. Diese bekommt folgende Zusammensetzung: 36g NaOH, 
20g KJ, 05g NaN, und Aqua dest. zu 100 cem Lésung. Von dieser 
Lauge fiigt man 1 cem zur O,-Probe. 





; 
: 
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Untersuchungen iiber Glykogengehalt der Leber. 


I. Mitteilung: 


Das Verhalten des Blutzuckers und Leberglykogens unter Einwirkung von 
Morphin. 


Von 


Nikolaus Frank und Julius Forster. 


(Mitteilung aus der I. medizinischen Klinik der k. ungar. Pazmany-Péter- 
Universitat in Budapest.) 


(Eingegangen am 26. Mdrz 1925.) 


Mit | Abbildung im Text. 


In der Pharmakologie sind mehrere Substanzen bekannt, die, 
wenn sie in den Organismus gelangen, Hyperglykimie hervorrufen; 
eine Anzahl dieser Substanzen gehért in die Reihe der Narkotica. 
So rufen Chloroform, Ather, Chloralhydrat, Urethan, Paraldehyd und 
Morphin Hyperglykamie hervor. Der Weg des Zustandekommens 
dieser Hyperglykamie ist nicht einheitlich; nach Pollack (1) entsteht 
ein Teil durch Mitwirkung der Nebennieren, ein anderer Teil kann 
aber auch ohne diese zustande kommen. Laut Bertram (2) spielen bei 
den Hyperglykamien, die bei der Inhalationsnarkose beobachtet werden, 
beide Faktoren eine Rolle. Was das Morphin anbelangt, gibt Holm (3) 
der Meinung Ausdruck, da®B die Morphinwirkung wahrscheinlich peri- 
pherisch bedingt ist; zu ihrer Entstehung ist die Funktion der Neben- 
nieren nicht notwendig, das Morphin tibt einen direkten EinfluB auf 
die Leberzellen aus und verursacht in dieser Weise die Glykogenmobili- 
sation. Es ist experimentell nachgewiesen, daB nach Morphindarreichung 
der Glykogengehalt der Leber sinkt. Téten wir das Tier nach einer 
bestimmten Zeit, so ist der Glykogengehalt der Leber niedriger als 
er bei normalen Tieren zu sein pflegt. 

Aus den bisherigen Versuchen ist der zeitliche Zusammenhang 
zwischen der Verainderung des Leberglykogens und Blutzuckers nicht 
zu ersehen. In den Mechanismus dieses Zusammenhangs trachteten 


wir durch unsere Versuche Licht zu bringen: wie ist der Ablauf der 


Hyperglykamie: auf welche Art kommt das Sinken des Leberglykogens 
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zustande; besteht ein Zusammenhang zwischen den zwei Faktoren 
oder nicht / 

Unsere Versuche fiihrten wir an Kaninchen nach 24stiindigem 
Hungern aus. Wir bestimmten den Blutzucker vor Beginn des Versuchs 
und verabreichten danach stiindlich eine Morphininjektion. Wir be- 
gannen den Versuch eine Stunde nach der ersten Injektion und be- 
stimmten von da ab halbstiindlich den Blutzucker und das Leber- 
glykogen. Die Glykogenbestimmung in Serien geschah durch Excision 
kleiner Leberstiickchen; soweit es die technischen Verhaltnisse erlaubten, 
geschah die Blutzuckerbestimmung gleichzeitig mit der Bestimmung 
des Leberglykogens, um den Zusammenhang zwischen den zwei Faktoren 
zu ermitteln. Zu der Blutzuckerbestimmung entnahmen wir das Blut 
aus einer Vene des Ohrlippchens, und nur wenn dies aus irgendwelchen 
Griinden nicht méglich war, nahmen wir Blut aus dem Herzen. Die 
Zuckerbestimmung geschah nach der von Z. Ernst und Weiss (4) 
modifizierten Mikromethode von Bang. Das Glykogen bestimmten 
wir nach Pfliigers Methode, mit Riicksicht aber auf die Reihenversuche 
und auf die Kleinheit der zu den Bestimmungen gebrauchten Leber- 
mengen anderten wir das Verfahren teilweise nach unseren Erfahrungen, 
teilweise nach der Modifikation von Goldfeder (5) ab. 


Unser Verfahren gestaltete sich folgendermaBen: 


1 bis 3g Leber, mit Wasser abgespiilt, geben wir in eine dickwandige 
Zentrifugenréhre von 30 ccm Inhalt und setzen die gleiche Menge 60proz. 
Kalilauge hinzu. Im Anfang haben wir die Leber verrieben, spiiter wurde 
aber davon Abstand genommen, weil sich erwiesen hat, daB auf dem 
100°-C-Wasserbad die Leber sich binnen 10 bis 15 Minuten vollstandig list. 
Vor der vollstandigen Abkiihhuing setzten wir die gleiche Menge destillierten 
Wassers und die doppelte Menge 96 proz. Alkohols hinzu. Nach griindlichem 
Vermischen lieBen wir das Ganze 10 bis 12 Stunden stehen. Dann wurde es 
zentrifugiert und nacheinander mit 66- und 96proz. Alkohol, hiernach mit 
Ather gewaschen. Der so gewonnene Riickstand wurde auf ein Wasserbad 
gestellt zwecks Entfernung der Atherreste; dann listen wir das Glykogen 
in wenig heiBem Wasser und filtrierten méglichst rasch durch ein kleines 
Filter in eine 30-cem-Zentrifugenréhre. Das Glykogen wurde mit der drei- 
bis vierfachen Menge 96proz. Alkohols gefallt und 4 bis 5 Stunden lang 
stehengelassen. Nach dem Zentrifugieren setzten wir zwecks Hydrolyse 
des Glykogens 3cem 2,2proz. HCl hinzu. Die Zentrifugenréhre wurde 
mit einem Gummistopfen verschlossen, der mit einer langeren Glasréhre 
versehen war, und fiir 3 Stunden auf ein 100°-C-Wasserbad gestellt. Dann 
wurde mit 2n NaOH gegen Lackmuspapier neutralisiert, das Gemisch 
womédglich auf 5 ccm erginzt und filtriert. Die Zuckerbestimmung wurde 
je nach der Menge des Zuckers nach Bertrand oder Bang ausgefiihrt. 

Mit der Operation begannen wir, nachdem sich die Morphinwirkung 
eingestellt hat. Der Hautschnitt wurde parallel] dem rechten Rippenbogen 
ausgefiihrt und schichtenweise bis zum Peritoneum vorgedrungen. Wir 
trachteten danach, daB der Blutverlust méglichst klein sei. Die stark ge- 
lappte Leber hervorziehend, schnitten wir aus deren Rande | bis 3 g schwere 
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Stiickchen ab, Die Blutung wurde entweder mit Muskellappen oder durch 
Abklemmung gestillt. Durch dieses Verfahren gelang es uns in halbstiindigen 
Intervallen, Leberstiicke zu gewinnen und wihrend eines Versuchs fiinf bis 
sechs Glykogenbestimmungen auszufiihren. 

Unser erster Versuch war nur von kurzer Dauer, doch ist das Sinken 
des Glykogengehalts gut zu beobachten. Der folgende Versuch zeigt aus- 
driicklich das Ansteigen des Blutzuckers von 0,11 auf 0,31 Proz. und all- 
méhliches Sinken des Glykogengehalts von 0,99 auf 0,02 Proz. Ganz 
aihnlich war der Verlauf des dritten Versuchs; der Blutzucker stieg von 
0,13 auf 0,24 Proz.; die erste Glykogenbestimmung ergab einen Wert von 
0,46 Proz., wahrend nach 3 Stunden 20 Minuten Glykogen nur in Spuren 
nachweisbar war. Hat das Kaninchen vor den Versuch nicht gehungert 
(4. Versuch), so sinkt zwar wahrend der Morphinwirkung der Glykogen- 
gehalt, aber das Ausschwemmen des Leberglykogens dauert selbst verstand- 
lich linger, und es war nach 3 Stunden 50 Minuten noch | Proz. Glykogen 
in der Leber enthalten (s. Tabelle I und Abb. 1). 














Tabelle 1. 
1 2 } 4 
Zeit Bluts  Lebers | Blut- | Leber- || Blut- | Lebers || Bluts | Lebers 
zucker glykogen’ zucker  glykogen|| zucker | glykogen|| zucker | glykogen 
Minuten Proz. Proz. Proz. Proz. ||  Proz. Proz. Proz. |  Proz. 
| 
0 0,12 oo 0,11 aaa 013 | — 0,13 _ 
50 0,14 0,10 om on So ae — — 
60 — — — 099 8020 | — — — 
70 0,13 0,06 — — — | 0,46 — 3,44 
80 -- _ 0,18 — 018 | — — _ 
Mw) — _— _— —_— —_- | — 0,16 - = 
100 — —_ — 0,65 0,20 0,40 -- 2,35 
110 —_ —- 0,28 — —_—- | — _ _ 
130 o 7 —- 0,23 0,23 | 0,16 — 2,84 
140 —_ — 031 -- — | — 0,32 — 
iso hv] — _ — 0,16 0,24 | 0,04 — 2,17 
180 — — 0,25 a —_ — a — 
200 “= — 0,25 0,02 0.21 Spuren) — ~_ 
230 — _ — _— 921 Spuren|) — 1,06 


Nr. 4 ausgenommen, hungerten die Tiere vor dem Versuche 24 Stunden 
lang. 
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Betrachten wir die Ver&anderung des Blutzuckergehalts, so fallt der 
Umstand auf, daB der Blutzucker sein Maximum im allgemeinen nach 
140 bis 160 Minuten erreicht, um dann allmiahlich zu sinken. Darum 
beobachteten wir in den folgenden Versuchen die Anderungen des Blut- 
zuckers, um festzustellen, ob das Sinken ein Zufall war, oder aber 
standig zu beobachten sei. Es zeigte sich, daB der Blutzucker im 
fiimften Versuch sein Maximum nach 140 Minuten, im siebenten 
Versuch nach 150 Minuten erreicht hat, um dann zu sinken. Wahrend 
eines 24stiindigen (sechster) Versuchs erreichte der Blutzucker das 
Maximum — 0,27 Proz. nach 120 Minuten und behielt diesen Wert 
bei auf die Dauer einer halben Stunde. (Das Maximum der Erhéhung 
fallt im Mittel auf die 150. Minute.) Dann sank allmahlich der Blut- 
yucker und erreichte seinen Ausgangswert — 0,12 Proz. — nach 
7 Stunden und blieb 4 Stunden lang, von kleinen Schwankungen ab- 
gesehen, auf diesem Niveau, 


In Anbetracht dessen, daB trotz fortwaihrender Morphindarreichung 
der Blutzucker auf seinen Anfangswert sinkt, und daB in unseren Versuchen 
parallel mit der Erhéhung des Blutzuckers ein Sinken des Leberglykogens 
einhergeht, kénnen wir mit groBer Wahrscheinlichkeit darauf schlieBen, 
daB ein abermaliges Ansteigen des Blutzuckers nach wiederholter Morphin- 
gabe darum nicht zustande kommt, weil das Depot des Leberglykogens 
vollstandig ausgeschwemmt war. Wahrend der weiteren Dauer des Versuchs 
bekam das Kaninchen in der Nacht kein Morphin und hungerte weiter. 
Als wir am Morgen den Blutzucker bestimmten, bekamen wir wiederum 
0,12 Proz.(s. Tabelle 11). Nach Morphin entstand wieder Hyperglykamie 
aller Wahrscheinlichkeit nach darum, weil in der Leber des hungernden 
Kaninchens wihrend der Nacht Glykogen entstanden ist und aufgestapelt 
wurde. Durch diesen Versuch erhalten wir einen interessanten Einblick in 
den regulierenden Mechanismus des Organismus, mit dessen Hilfe er auch 
nach Verlust seiner Glykogendepots den normalen Blutzuckerspiegel aufrecht 
erhalten kann. Es gelingt also nicht, das Kaninchen durch Morphingaben 
hypoglykiimisch zu machen. In Betracht dessen, daB das Tier keine 
Muskelarbeit verrichtet, ist es fraglich, ob durch gleichzeitig verrichtete 
Muskelarbeit keine Hypoglykamie zu erreichen ware. Abniliche Beob- 
achtungen machte auch Embden; seine Versuche zeigten niamlich, dab 
durch Strychninvergiftung praktisch glykogenfrei gemachte Tiere einen 
normalen Blutzuckerspiegel aufweisen. 


Tabelle II. 











5 6 7 5 6 7 

Zeit ee SPs catia aa Zeit — ae. 
Blutzucker in Proz. Blutzucker in Proz. 

0 0.13 0,12 0.10 5h ~ 0,20 O17 
lb —_ O13 _— 6 _— O17 0.16 
1 10’ 0.16 —- _— 7 ~— 0.12 0.14 
1 20 ome _— 0.18 S — 0,12 oe 
2 — 0.27 — 9 — 0.14 — 
2 20 0.26 — one 10 om O11 — 
2 30 on 0.27 ll — O1) ne 
3 0.27 _— 24 — 012 — 
3 40 0.21 —_ _- 26 _— 0.18 _ 
4 — 0.2] 0,18 
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In unseren ersten Versuchen haben wir im allgemeinen weniger Morphin 
verabreicht, spiter gingen wir auf gréBere Gaben tiber. Schon 0,005 bis 
0,01 g Morphin pro Kérperkilogramm verursachte eine Glykogenmobilisation 
und Hyperglykamie. Das Erhéhen der Morphingaben auf 0,03 g pro Kérper- 
kilogramm hat weder die Glykogenmobilisation beschleunigt, noch hatte 
es EinfluB auf den Grad der Hyperglykamie. 


Zusammenfassung. 

1. Die nach Morphingaben entstehende Hyperglykamie erreicht 
ihren Héhepunkt beiliufig nach 2'4 Stunden, um dann wieder auf 
den Normalwert zu sinken. 

2. Morphin mobilisiert das Leberglykogen; wie die Rethenversuche 
zeigen, geschieht dieses Sinken allmahlich. In der Leber des durch 
Morphin glykogenfrei gemachten Kaninchens entsteht auch wahrend 
des Hungerns Glykogen. 

3. Das Steigen des Blutzuckers fallt auf den Zeitpunkt der Gly- 
kogenmobilisation; nach der Ausscheidung der Depots sinkt der Blut- 
zucker auf seinen Normalwert. Die Glykogenmobilisation und die 
Hyperglykamie sind unter bestimmten Grenzen unabhangig von der 
Menge des gegebenen Morphins. 

Untersuchungen iiber den Glykogengehalt der Leber unter ver- 
schiedenen Verhialtnissen sind im Gange. 
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Einflu6 der Neutralsaize auf die Siurebindung der Gelatine, 


Von 
Josef Csapo. 


(Aus dem physiologischen Institut der k. ung. Pazmaény-Universitaét in 
Budapest.) 


(Eingegangen am 27, Mdrz 1925.) 


Noch im Jahre 1913 haben sich Manabe und Matula') mit der 
Saurebindung der Eiwei®kérper beschaftigt und gleichzeitig auch die 
Wirkung der Salze auf die Saurebindung untersucht. Die von ihnen 
angewandten Salzkonzentrationen waren aber zu klein, um eine Wirkung 
auf die Saurebindung im positiven oder negativen Sinne hervorzurufen. 
In einer aus anderen Griinden ausgefiihrten Untersuchungsserie habe 
ich erfahren, da} das NaCl in n/10 Konzentration die Salzsiurebindung 
des Serumalbumins steigert. Da das Albuminchlorid sich aus einer 
starken Saiure und schwachen Base zusammensetzt und infolgedessen 
einer betrichtlichen Hydrolyse unterworfen ist, dachte ich zuerst 
an die Méglichkeit, daB die aus dem NaCl stammenden Cl-lonen die 
Dissoziation des Albuminchlorids zuriickdringen, welche Dissoziations- 
zurickdrangung zur Herabsetzung des Hydrolysengrades und dadurch 
zur Steigerung der Salzsavrebindung fiihrt. Um mich von der Richtig- 
keit dieser Hypothese zu iiberzeugen, stellte ich mir die folgende Frage : 
Handelt es sich bei der oben angegebenen Wirkung des NaC] um einen 
im Sinne des Massenwirkungsgesetzes verlaufenden Vorgang oder um 
eine reine Salzwirkung/ Mit anderen Worten: Wird die HCI-Bindun 
der EiweiBkérper durch die Cl-Ionen allein oder auch durch die tibrigen 
Anionen (NO ,, J, SQ,) gesteigert / 

In den letzten Jahren ist J. Loeb?) auf Grund seiner Forschungs- 
ergebnisse zu der Uberzeugung gekommen, da® die Proteine sich bei 
der Saure-, Lauge-, Salzbindung wie Kristalloide verhalten. Diese 
Untersuchungen sind auch geeignet zu entscheiden, ob die Annahme 
J. Loebs in allen Einzelheiten wirklich besteht’ Verhalten sich die 


') Manabe und Matula, diese Zeitschr. 52, 369, 1913. 
2) Jacques Loeb, Proteins and the theory of colloidal bihavior 1922. 
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Proteine bei der Saurebindung tatsiachlich wie Kristalloide, so ist 
eine Steigerung der Salzsiurebindung nur beim NaCl-Zusatz zu er- 
warten. Sind aber andere Natriumsalze im gleichen Sinne wirksam, 
so kann diese Erscheinung nach den Gesetzen der Kristalloidchemie 
nicht erklart werden. 

Ich habe bei meinen Untersuchungen eine Serie von verschiedenen 
Saure-Salzmischungen von gleicher ¢g hergestellt, zu jedem Gliede 
der Serie gleiche Mengen einer Eiweiblésung von bekannter Kon- 
zentration zugegeben und die gebundene Sauremenge mit physiko- 
chemischen Wasserstoffionenkonzentrationsmessungen genau bestimmt. 


Methodik. 


Kaufliche Gelatine wurde mit Essigséiure nach Loebs Vorschrift be- 
handelt, dann mit destilliertem Wasser gewaschen und im Thermostaten 
von 80°C getrocknet. Aus der trockenen Gelatine bereitete ich zu jeder 
Untersuchungsserie frische Lésungen. Die py der stark opaleszierenden 
Gelatinelésungen betrug 4,68. Die Konzentration wurde nach der Methode 
von Kjeldahl bestimmt. Zur Herstellung von Saure-Salzmischungen dienten 
mir als Stammlésungen n/10 Saéure- und normale Salzlésungen. Zwei Serien 
wurden stets von den Saure-Salzmischungen parallel hergestellt: gelatine- 
freie und gelatinehaltige. Bei Herstellung dieser Serien pipettierte ich in 
zwei Erlenmeyerkolben je nachdem 2,4 bis 2,6 cem n/10 Séure und 7,5 cem 
normale Salzlésung, ersetzte dann die gelatinefreie Serie mit destilliertem 
Wasser auf 25ccem. In der gelatinehaltigen Serie setzte ich statt 10 cem 
Wasser 10 cem von der Gelatinestammlésung. Dann bestimmte ich die cy 
der beiden Serien mit elektrometrischen Messungen. Die Differenz in der cy 
der gelatinefreien und gelatinehaltigen Lésung ergab die Menge der ge- 
bundenen Wasserstoffionen bzw. der Saéure. Da die Siéurebindung der 
EiweiBkérper von der cy stark abhiangt, so trachtete ich immer danach, 





daB die cy, der gelatinefreien Saure-Salzmischungen sich stets um ¢qg = 10-2 
bewege. 

Es wurde zuerst der EinfluB der Anionen auf die Salzsiurebindung 
untersucht. Konzentration der Gelatinestammlésung 2 Proz. Kation: 
Natrium. \ 

Tabelle I. 
Gelatinefrei Gelatinehaltig Gebundene 
eg Anion er Fhe? woe a H-ionen 

Pu CH Pm Cm 

1,983 1,04, 10-2 -- 2,303 4.98 . 10-3 5,42. 10-3 

1,983 1,04 . 10-2 Cl 2,39 4.07 . 10-3 6,33 , 10-3 

2,00 }.10-—2 J 2,452 3.53 . 10-3 6,47 . 10-3 

1,965 1,08 , 10-2 NO, 2,338 459.10-3 6,21. 10-3 

2.01 9,77 . 10-3 SO, 2,116 766.10-—3  211,10—3 


Aus der Tabelle I ist ersichtlich, daB die Fahigkeit der Salze, die Salz- 
siiturebindung zu steigern, sich nicht allein auf das NaCl beschriankt, sondern 
auch bei NaJ und NaN O,-Zusatz zu beobachten ist, wahrend das Na, SO, 
die Salzsiturebindung stark herabsetzt. Die Steigerung der Salzséure- 
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bindung durch Salze ist also kein nach dem Massenwirkungsgesetz erklir- 
barer Vorgang, denn in diesem Falle wiirden nur die Chloride die Fahigkeit 
der Steigerung der Salzsiurebindung besitzen. Hier haben wir es teils mit 
einer Salzwirkung zu tun, denn alle einwertigen Anionen sind in gleichem 
Sinne und fast in gleichem Grade wirksam, teils mit Ionenwirkung, denn 
das zweiwertige SO,-Ion entfaltet eine dem einwertigen entgegengesetzte 
Wirkung. 

J. Loeb hat neuerdings die Theorie aufgestellt, daB die EiweiBkérper 
an der sauren Seite des isoelektrischen Punktes nur mit Anionen, 
an der alkalischen Seite nur mit Kationen in Reaktion treten kénnen. 
Setzt man zu einer Gelatinelésung Salzsiiture oder NaCl, so bildet sich an 
der sauren Seite des isoelektrischen Punktes in beiden Fallen Gelatine- 
chlorid, die Kationen beeinflussen die Eiwei8kérper im sauren Medium 
iiberhaupt nicht, sie werden von ihnen nicht gebunden. Wird zu einer 
Gelatinechloridlésung (Gelatine + Salzsiure) Na,SO, gegeben, so findet 
sich nach Loebs Auffassung teils ein Austausch zwischen Chlor und Sulfat- 
ionen so, daB neben Gelatinechlorid auch Gelatinesulfat entsteht. Loebs 
Theorie scheint mit den Ergebnissen der oben angefiihrten Messungen nicht 
vereinbar zu sein, denn geben wir zu einer Gelatinechloridlésung NaCl, so 
kann ein Austausch zwischen den Chlorkomponenten der beiden Salze 
stattfinden, es bildet sich wieder NaCl und Gelatinechlorid in aéquivalenter 
Menge, die c,, darf sich aber in dem Falle nicht verandern und infolgedessen 
die Menge der gebundenen Salzsiure im NaCl-haltigen Medium diejenige 
im NaCl-freien nicht iibertreffen. Dies ist aber nicht der Fall. Beim NaCl- 
Zusatz wird die Salzséurebindung deutlich gesteigert. Ich kann dies nur 
so erklaren, daB das NaCl mit den EiweiBkérpern in Reaktion tritt, dabei 
entsteht ein Gelatine-NaCl-Komplexsalz, dadurch wird aber der chemische 
Charakter der EiweiBkérper so verandert, daB sie die Fahigkeit einer Mehr- 
bindung an Salzsiure besitzen. Ich schlieBe mich vielmehr der Ansicht 
Paulis an, nach welcher die EiweiBkérper gleichzeitig mit Saiuren und Salzen 
in Reaktion treten kénnen. Es werden vielleicht infolge der Salzbindung 
Primarvalenzen frei, welcher Umstand zur gesteigerten Siurebindung 
fiihrt. Im Gegenteil der Na, 8S O,-Zusatz diirfte zur Herabsetzung der Primar- 
valenzen und infolgedessen zur Verminderung der Séurebindung fiihren. 

Im folgenden wurde der EinfluB der genannten Salze auf die Salpeter- 
siiurebindung untersucht. Konzentration der Gelatinestammlésung 2 Proz. 
Kation: Natrium. 





Tabelle 11. 
Gelatinefrei ) Gelatinehaltig Gebundene 
ea Se H-lonen 

Pu HH Pr CH 

1993 1,01, 10-2 — 2,334 4,64.10-3 5,46. 10-3 
2.0 10 .10-2 Cl 2,41 3,89.10-3 6,11. 10-3 
2,02 9,46 . 10-3 J 2.469 3,40. 10-3 6,06 , 10-3 
2,02 9,46 . 10-3 NO, 2.464 3.44.10-3 6,02. 10-3 
2,01 9,30.10-3 | SO, 2,13 7.41.10-3 239.10-3 


Die Salpetersiurebindung wird nicht nur durch die Nitrate, sondern 
auch durch die Chloride und Jodide wesentlich gesteigert, durch die Sulfate 
dagegen stark herabgesetzt. Die Differenz in der Wirkung der Chloride, 
Nitrate und Jodide bewegt sich innerhalb der Fehlergrenze, es konnte 
keine regelmaBige Reihe festgestellt werden. 
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Setzen wir, zu Loebs Theorie wieder zuriickgekehrt, zu einer Gelatine- 
nitratlésung NaCl, so entsteht infolge des Anionenaustauschs neben Gelatine- 
nitrat auch Gelatinechlorid und neben NaC] auch NaNO,. Beide Salze: 
NaCl, NaNO, sind vollstéandig neutral, andern also die cy der Gelatine- 
nitratlésung tiberhaupt nicht. Die cy der salzfreien Gelatinenitratlésung 
betrug 4,64 . 10-3, die der NaCl-haltigen 3,89 . 10-3. Durch die Anwesenheit 
von NaCl erfahrt also die cg der Gelatinenitratlésung eine starke Abnahme, 
welche durch einfachen Anionenaustausch nicht erklart werden kann. 
Es bleibt also nichts iibrig, als eine erhéhte Siurebindung im NaC]-haltigen 
Medium anzunehmen. 

Dieselben Resultate habe ich auch im schwefelsauren Medium erhalten. 
Konzentration der Gelatinestammlésung 1,82 Proz. Kation: Natrium. 





Tabelle III. 
——. _ ee a ___| Gepumdene 

Pu CH Pr a 

2,022 951. 10-3 — 2,341 4.56 . 10-3 4,95 . 10-3 
1,995 1,01 , 10-3 Cl 2,336 4,61. 10-3 5,49 . 10-3 
2,00 10 .10-2 J 2,362 4,35 . 10-3 5,65.10 3 
2.00 10 .10-2 NO, 2,38 4.17.10-3 | 5,83. 10-3 
2.02 9,55 . 10-3 SO, 2,123 7,53 . 10-3 2,02. 10-3 


Die Chloride, Nitrate, Jodide, Sulfate wirken auch im schwefelsauren 
Medium ebenso wie im salz- und salpeterséurehaltigen. 

Bisher wurde gezeigt, daB die Sulfate die Saurebindung iiberall stark 
herabsetzen. Im salzfreien Medium ist aber keine groBe Differenz in der 
Salzsiure-, Salpetersiure- und Schwefelsiurebindung zu _ konstatieren. 
Das stimmt mit dem Befunde Loebs volistindig iiberein. Nun wissen wir 
aus Paulis Untersuchungen, daB die EiweiBkérper desto mehr Saure binden, 
je gréBer die cy ist. Es ist fraglich, ob diese Regel auch bei der Schwefel- 
siurebindung giiltig ist? Ich habe daher die Séurebindung in Salzséure 
und Schwefelsiure bei gleicher cy parallel bestimmt. Konzentration der 
Gelatinestammlésung 2 Proz. 


Tabelie IV. 
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Gelatinefrei | Gelatinehaltig a 
HCI } H-lonen 
Pu CH Pa Cm 
1,996 | 1,01.10-2 || 001 n 231 (490 .10-3 5,20. 10-3 
1,695 2,02.10-2 | 002n 1,828 |.1,486 , 10-2 5,32 . 10-3 
1,525 2,99 . 10-2 0,03 n 1,608 | 2.466 . 10-2 5,24 . 10-3 
Tabelle V. 
Gelatinefrei Gelatinehaltig Gebund 
—_——_—__——— H,so, ————— oy en 
Pu CH Pri Cm 
2,012 9,73 .10-—3 0,01 n 2.35 4.46 . 10-3 §,27 . 10-3 
1,755 1,76 .10-2 0,02 n 1,901 1,26 . 10-2 5,0 . 10-3 
161 2,455 . 10-2 0,03 n 1,698 2,01 . 10-2 445. 10-3 
1,506 3,12 .10-2 0,04 n 1,565 2,72 . 10-3 40 .10-3 
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In Salzsiure erreichte ich schon bei py = 2,31 eine maximale Saure- 
bindung, welche auch bei Steigerung der Saéurekonzentration unverandert 
blieb. Im Gegenteil war in der Schwefelsiure mit der Steigerung der Siure- 
konzentration eine Herabsetzung an Séurebindung zu konstatieren. 

Nach den Anionen ging ich auf die Untersuchung der Kationenwirkung 
iiber. Konzentration der Gelatinestammliésung 1,62 Proz. Anion: Cl. 


Tabelle VI. 





; Gelatinetrei Sia Gelatinehaltig ( [omg 
on cu rman CH, slonen 
1,993 1,016.10-2 |! K 2,315 4,84.10-3 | 5,32. 10-3 
201 9.77 .10-3|} Na 2,36 4,36.10-3 | 5,41. 10-3 
1,986 1,033.10-2|| Ba 2,32 4,79.10-3 | 5,54. 10-3 
201 977 .10-3 Ca 2.381 4,16.10-3 5,61. 10-3 


Die Saurebindung der Gelatine wird auBer Natrium auch durch Kalium., 
Barium- und Calciumsalze gesteigert. Bei dieser Serie ist mir aufgefallen, 
daB die Kationen sich in einer Reihe ordnen, welche der Hofmeisterschen 
Reihe vollstandig entspricht (K < Na < Ba< Ca). Die Differenz zwischen 
der Wirkung der einzelnen Kationen ist nicht groB. Um mich zu iiberzeugen, 
daB diese Reihenordnung kein Zufall sei, habe ich mit den Endgliedern 
der Reihe (K- und Ca-Salzen) die Messungen éfters wiederholt. Als Resultat 
erhielt ich, daB die Saiurebindung durch Calciumsalze in héherem Mabe 
gesteigert wird als durch Kaliumsalze bei gleichem Anion. Es scheint also, 
daB die Kationen im sauren Medium verschiedene Wirksamkeit entfalten. 
Bei den einwertigen Anionen konnte ich keine regelmiBige Reihe fest- 
stellen, die Wirkungsdifferenz blieb innerhalb der Fehlergrenze, nur das 
zweiwertige SO,-Ion bildete eine Ausnahme, welches im Gegensatz zu den 
einwertigen die Saurebindung herabsetzte. Bei den Kationen konnte ich 
dagegen eine regelmaBige Reihe konstatieren. Dieser Befund ist mit Loebs 
Auffassung, daB die Kationen an der sauren Seite des isoelektrischen 
Punktes unwirksam sind, nicht vereinbar, spricht aber neben der anderen, 
von verschiedenen Autoren vertretenen Ansicht dafiir, daB die Salzwirkung 
sowohl im sauren als im alkalischen Medium aus der Anion- und Kation- 
wirkung summiert. ; : ' 

Zusammenfassung. 

1. Die Salzsiure-, Salpetersiure- und Schwefelsiurebindung der 
Gelatine wird durch NaCl, NaNO,, NaJ gesteigert, durch NaSO, 
herabgesetzt. 

2. In 0,02 bis 0,03n Schwefelsiure ist die Saurebindung der 
Gelatine geringer als in Salzsiure bei gleicher Konzentration. 

3. Die Kationen ordnen sich hinsichtlich der Steigerung der Saure- 
bindung der Hofmeisterschen Reihe entsprechend : K <{ Na < Ba < Ca 





Uber die Oxydation 
von Dioxyaceton und Glycerinaldehyd in Phosphatlisungen 
und die Beschleunigung der Oxydation durch Schwermetalle. 


Von 
Franz Wind. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 27. Mdrz 1925.) 
Mit 11 Abbildungen im Text. 


Die Tatsache, daB Fructose in neutraler Phosphatlésung durch 
molekularen Sauerstoff oxydiert wird'), gab den AnlaB, auf Vorschlag 
von Herrn O. Warburg das Verhalten einiger anderer Kohlehydrate in 
Phosphatlésungen zu untersuchen. Dabei zeigte sich, daB Sorbose — 
ebenfalls eine Ketohexose — sich ahnlich verhalt wie Fructose, dab 
auch Dioxyaceton und Glycerinaldehyd?) in neutraler Phosphatlésung 
oxydiert werden, und zwar 20- bis 30mal schneller als Fructose oder 
Sorbose. Diese gréBere Oxydationsgeschwindigkeit gibt die Méglichkeit, 
die Reaktion praktisch bis zu Ende zu verfolgen: 1 Mol Dioxyaceton 
bzw. Glycerinaldehyd verbraucht insgesamt 1,5 Mol O,. Bei der 
Oxydation wird Kohlensiure gebildet; das Verhaltnis CO,/O, ist etwas 
gréBer (durchschnittlich tiber 0.4) als es bei der Fructose gefunden 
wurde (0,3). 

O. Meyerhof und K. Matsuoka haben gezeigt*), daB die Oxydation 
der Fructose in Phosphatlésungen durch Eisen, Mangan und Kupfer 
beschleunigt, durch Blausiure und Natriumpyrophosphat gehemmt 


') O. Warburg und M. Yabusoe, Oxydation der Fructose in Phosphat- 
lésungen, diese Zeitschr. 146, 380, 1924. 

2) Sorbose und Dioxyaceton erhielt ich von Herrn Dr. Hermann L. 
Fischer, Glycerinaldehyd von Herrn Prof. C. Neuberg. Ich spreche beiden 
Herren auch hier meinen Dank aus. 

3) O. Meyerhof und K. Matsuoka, Uber den Mechanismus der Fructose- 
oxydation in Phosphatlésungen, diese Zeitschr. 150, 1, 1924. 
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wird, und schlossen daraus, da® es sich bei der Oxydation der Fructose 
in Phosphat um eine Metallkatalyse handle. 

Da Eisen nach der Arbeit von Meyerhof und Matsuoka nur in 
schwach alkalischer Lésung oxydationsbeschleunigend wirkte, anderer- 
seits aber die Oxydationsgeschwindigkeit der Fructose bei neutraler 
Reaktion groB ist und Natriumpyrophosphat bei neutraler Reaktion 
hemmt, so bestand hier eine Liicke, die ich versucht habe auszufiillen. 

Es zeigte sich, daB bei neutraler Reaktion die Reihenfolge, in 
der man die Stoffe des Systems mischt, von EinfluB ist. Lést man 
nimlich die Fructose zuerst in Phosphat und fiigt dann Metallsalz 
hinzu, so ist eine Beschleunigung kaum wahrnehmbar; gibt man aber 
zu Fructose und ganz wenig Wasser zuerst Metall (bzw. die Lésung 
eines solchen) und dann das Phosphat, so findet man eine beschleuni- 
gende Wirkung der Metalle. Ganz ahnlich liegen die Verhaltnisse fiir 
die oxydationshemmende Wirkung der Komplexbildner insofern, als 
sie starker hemmen, wenn man sie vor dem Phosphat zusetzt. 

Es wurde somit der von Meyerhof und Matsuoka gezogene Schlub 
bestatigt, daB die Oxydation der Fructose in neutralem Phosphat eine 
Metallkatalyse ist, zum mindesten so weit, als die Komplexbildner die 
Oxydation hemmen (90 Proz.). Ob dieses auch fiir die Oxydation der 
Fructose, die bei alkalischer Reaktion eintritt, gilt, ist eine Frage, die 
ich offen lasse und die auch von geringerem Interesse zu sein scheint. 

Die Oxydation des Dioxyacetons und Glycerinaldehyds in Phosphat 
unterscheidet sich, abgesehen von ihrer gréBeren Geschwindigkeit, nicht 
wesentlich von der Oxydation der Fructose. Man findet auch hier 
die Oxydationshemmung durch Komplexbildner und die Oxydations- 
beschleunigung durch Schwermetalle, so dab 


auch diese Oxydation als Sauerstoffiibertra- Jum Manometer 
gung durch Schwermetalle aufgefaBt werden 

muB, jedenfalls soweit die Komplexbildrfer | 

die Oxydation hemmen (90 Proz.). 


Methodisches. 
L Sars, 


Die Messung des Sauerstoffverbrauchs und VY 
der Kohlensaiurebildung wurde nach der von ¢ 
O. Warburq und M. Yabusoe angegebenen Abb. 1. 
Methode — Messung des Gasdrucks in einem 
mit einem Barcroftmanometer verbundenen Atmungstrog — ausgefiihrt 


(s. Abb. 1). Die Versuche wurden in reinem Sauerstoff bei einer Tempe- 
ratur von 37,5° gemacht. 

Py wurde durch Vergleich mit den Sdrensenschen Standardgemischen 
mit Indikatoren bestimmt, die Zahlen sind also nur als Naiherungswerte zu 
betrachten. 

Angaben iiber Zusammensetzung der Lésungen und die benutzten 
Konzentrationen sind jeweils den Kurven und Tabellen beigefiigt. 











F. Wind: 


1. 
1. Sorbose. 


Abb. 2 zeigt die Geschwindigkeit der Oxydation der Sorbose in 


Phosphatlésungen. 
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Abb. 2. 6,95 proz. Sorbose in 


m1 Phosphatlésung. (9,5 ccm 

sekund., 0,5ccm prim. Phos 

phat. p,, etwa 8,0.) Kurve I: 
5ccm. Kurve II: 10 com. 


187 cmm QO, (Abb. 3), also etwa 15 Proz. des Eigengewichts. 


Die Anfangsgeschwindigkeit ist derjenigen der 


Fructose ungefahr gleich'), und zwar werden 
pro Stunde etwa 0,3 Proz. des Sorbosegewichts 
an Sauerstoff verbraucht (auf 95mg Sorbose 
190cem O,). Wegen der Schwierigkeit der 
Beschaffung einer gréBeren Menge des Praparats 
und der offenbar groBen Ahnlichkeit im Ver- 
halten mit der Fructose unterblieben weitere 
Versuche. 


2. Dioxyaceton. 
Oxydationsgeschwindigkeit. 

Ganz erheblich gréBer ist die Oyxdations- 
geschwindigkeit des Dioxyacetons. 1,69 mg der 
Substanz verbrauchen in der ersten Stunde 
Rechnet 


man in Mole um, so verbrauchen Fructose und Sorbose etwa 1,6 bis 
1,7 Proz. Q, pro Stunde, Dioxyaceton aber 44 Proz., also 26- bis 27 mal 
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Abb. 3. 10,5 ccm m/1 Phosphat (9,5ccm sekund., Abb. 4. 


0,5 ccm prim. Phosphat. Py etwa 8,0). Kurve I: 
Dioxyaceton 1,88 . 10-5 Mole, etwa 1,8 . 10-5 
molar. Kurve II: Dioxyaceton 0,8 . 10-5 Mole, 
Die Pfeile bezeichnen 
diejenigen O.«Mengen, die zu der Dioxyaceton- 
menge in dem molaren Verhiltnis 1,5: 1 stehen. 


etwa 0,7 . 10-3 molar. 


mehr. 


Dioxyaceton 2,7.10-5 Mole. 
Kurve I: 10,5 ccm m/10 Phosphat. 
Kurve II: 10,5 ccm m/1 Phosphat 

(9,5 com sekund., 
0.5 ccm prim. Py etwa 8,0). 


Die gréBere Oxydationsgeschwindigkeit gibt die Méglichkeit, 
den Gesamtverbrauch von Sauerstoff zu messen. 


Nach 7 bis 8 Stunden 


ist (unter den gewahlten Bedingungen) der Endwert nahezu erreicht 


1) O. Warburg und M. Yabusoe, |. c. 
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(Abb. 3, Kurve I und II und Abb. 4, Kurve II) und ist das molare 
Verhaltnis von Dioxyaceton zu verbrauchtem Sauerstoff etwa 1:1,5. 


EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration, 

Durch die Wasserstoffionenkonzentration wird die Oxydation des 
Dioxyacetons in der gleichen Weise wie die der Fructose beeinflubt 
zunehmende Alkaleszenz beschleunigt die Reaktion, doch ist hervor- 
zuheben, daB die Oxydation auch noch bei einem py von 6,2 meBbar 
ist (Abb. 5). 
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Abb. 5. Dioxyaceton 1,88 . 10-5 Mole, Abb. 6. 
etwa 1,8.10-3 molar. 10,5 m/1 Phosphatlésung. D . 
: ioxyaceton 4.10-5 Mole 
:95¢ .. 0,5 ce “ 0. 
Kurve I cem sekund., 0,5 ccm prim. Py etwa 8.0 10,5 com Phosphat 


Kurve II: 8,0 ccm sekund., 2,0 cem prim., 
Pp twa 7.4. Kurve II: 5,0 com sekund., 
5,0 ccm prim., Py etwa 68. Kurve IV: 2,0 ccm 
sekund., 8,0 com prim., Py etwa 6.2. 


(8 ccm sekund., 2 ccm prim., 
Py twa 7,4). 


Einflu8 der Phosphatkonzentration. 

Wie bei der Fructose, nimmt mit steigender Phosphatkonzentration 
die Oxydationsgeschwindigkeit, wenn auch etwas langsamer, zu (Abb. 6). 
In m/10 Phosphatlésung ist die Geschwindigkeit noch erheblich (Abb. 4). 
Aus derselben Abbildung ist auch zu ersehen, daB Kurve I (m/10 
Phosphatlésung) sich allmahlich der Kurve I] (m/1 Phosphatlésung) 
nahert. 3 Stunden nach Beginn der Reaktion ist das Verhiltnis der 
verbrauchten Sauerstoffmenge 1:4, nach 7 Stunden 2:5. In wisseriger 
Lésung — ohne Phosphat — ist eine Verbrennung des Dioxyacetons 
(auch neutralisiert und mit Eisenzusatz) in den verwendeten Konzen- 
trationen nicht zu beobachten. 


EinfluB der Dioxyacetonkonzentration. 
Die verbrauchte Sauerstoffmenge ist der Konzentration des Dioxy- 
acetons proportional, der Endwert, pro Mol gerechnet, der gleiche 
(Abb. 1). 





62 F. Wind: 


Kohlensaurebildung. 


Beziiglich der Methodik der Bestimmung und der Berechnung sei 
auf die mehrfach zitierte Arbeit verwiesen'). 

Uber die GréBenverhiltnisse orientiert Tabelle 1. 

Pro Mol verbrauchten Sauerstoffs wird im Durchschnitt etwas 
mehr als 0,4 Mol Kohlensaure gebildet, doch scheint dieser Wert bei 
steigendem py, und weiter vorgeschrittener Verbrennung (s. Rubrik 6) 
sich einem Endwert, der nicht weit von 0,5 liegt, zu naihern (vgl. auch 
Glycerinaldehyd). 

3. Glycerinaldehyd. 


Die Oxydationsgeschwindigkeit, die Gesamtmengen des _ ver- 
brauchten Sauerstoffs und der gebildeten Kohlenséiure sind mit den- 
jenigen des Dioxyacetons nahezu identisch (s. Abb. 7 und Tabelle I). 
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Abb. 7. Glycerinaldehyd 0,88 .10-5 Mole == 1,6.10-3 molar. 
5.5 ccm m/1 Phosphat (9,5ccm sekund., 0,5 ccm prim., AW etwa 8,0). 
Die Pfeile bezeichnen diejenigen O,-/engen, die zur it encsten- 
menge im molaren Verhaltnis { :1 und 1,5: 1 stehen. 


Il. Beschleunigung der Oxydation durch Schwermetalle und ihre Hemmung 
durch KCN und Na,P,0,. 


1. Fructose. 

Zur Untersuchung der Metallwirkung wurde das (eisenirmere) 
sekundire Orthophosphat von dem ihm anhaftenden Eisen so weit 
gereinigt?), daB die Rhodanidprobe keine Farbung mehr gab, und 
wurde dann durch Zusatz von eisenfreier Salzsiure auf das 


') O. Warburg und Yabusoe, 1. ¢. 

*) Zu 1 Liter einer m/l sekundiren Phosphatlésung wurden 8,0 ¢ 
NaOH und 50cem n/10 CaCl, zugesetzt, die Lésung erwirmt und vom 
Niederschlag abfiltriert. 
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Tabelle II. 
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F. Wind: 


gewlinschte py gebracht. Der Vergleich des 
Verhaltens der Fructose in ungereinigter und 
gereinigter Phosphatlésung ergab aber keinen 
nennenswerten Unterschied, was wohl auf 
den relativ hohen Gehalt der Fructose an 
metallischen Verunreinigungen = zuriickzu- 
fiihren ist (vgl. auch unter Dioxyaceton). 

Ferner wurde, wie schon eingangs er- 
wahnt, die Reihenfolge bei der Zusammen- 
setzung des Systems beriicksichtigt. 

In einem Reaktionsgebiet von py = 7,4 
bis 7,7 zeigen Cu, aber auch Fe noch 
eine, wenn auch nicht erhebliche, Be- 
schleunigung (Co, Ni, Zn, Sn und Pb 
wirken etwas hemmend). Siehe Tabelle II] 
und IV. 


Tabelle I11. 





4com einer 5 proz. Fructoselésung 
in m/2 Phosphat Py twa 74 


Zeit : Z 

ohne Zusatz Cu 1.10-3 mol. 
20’ 3lemm O, 39cmm O, 
40 oe *. = 83 , m 
60 102 . " 123 , i 


Beschleunigung d. Oxydation 25 Proz. 


Tabelle IV. 





4com einer 5proz. Fructoselésung 
in mj? Phosphat. p,, = 5,0 bis (8,3) 





Zeit iwi Bea au ee ES 
ohne Fe Fe 1. 10-3 mol. 

20’ 43emm O, 58cemm O, 

40 .|6C62ae le 

— 2 ae «. « . ae we 


Beschleunigung d. Oxydation 40 Proz. 








4 vem einer 5 proz. Fructoselésung 
‘) 


in m/2 Phosphat Pu = 7.4 bis (7, 








Zeit ee ER aes oma —_ 
ohne Fe Fe 1. 10-3 mol. 
20° 33 cmm O 40cmm O, 
40 ae a @ —~» 
2 Bee « ee 


Beschleunigung d. Oxydation 28 Proz. 


Die Wirkung von KCN und Na,P,0O, 
auf die Oxydation der Fructose und die 
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Aufhebung der durch Cu-Zusatz hervorgerufenen Beschleunigung ver- 
anschaulichen die Abb. 8 und 9. 
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Abb. 8. 4ccm einer 5 proz. Fructoselosung Abb, 9. 40cm einer 5 proz. Fructoselésung 
in m/2 Phosphat. Pu > 7,7 bis 8,0. in m|2 Phosphat. ,,, = 7,7 bis 8,0. 


Cu 1.1-4 mol. Na, P.O; 1. 10-2 mol 1. 10-4 mol. Cu 


1.10-2 mol. KCN 
(vor Zusatz neutralisiert). 


Anders liegen die Verhaltnisse bei der Kombination von Eisen und 
Natriumpyrophosphat, die die Oxydation bedeutend stirker beschleunigt 
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Abb. 10. 4ccm einer 5proz. Fructoselésung in m2 Phosphat 

Pu = 7.7 bis 8,0. Pteil: Einkippen des Pyrophosphats. 

als das Eisen allein (Abb. 10). Auch in einer schwach alkalischen, 
wdsserigen Lésung — ohne Orthophosphat — wird Fructose in Gegen- 
wart von Eisenpyrophosphat oxydiert (Tabelle V). 


Tabelle V. 





4com einer 





Ree 4ccm einer 5proz. Fructoselésung. 
Spree. Fructose Fe 1. 10-3 mol. Na,P,0; 5. 10-3 mol. 
losung 4P27 
Zeit in m/2 Phosphat. 
in m/2Phosphat in m2Phosphat Pyrophosph. vor in Wasser in Wasser 
Zusatz neutral 
q > . > 
Py etwa 8,0 Pu 8,0 bis 8,2 PH etwa 50 Py %0 bis 4,9 Pr etwa 8 
20’ 32ecmm O, 120cmm O, 86emmO, 63cmm O, 15¢emm O, 
40 63 . » |aae « —c¢ « (ee os ° 3.0 


” ” 
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Offenbar wird diese Tatsache durch eine Arbeit von H. A. 
Spohr') verstandlich. 

Spohr untersuchte naimlich die Oxydation von Kohlehydraten 
und fand, daB z. B. Glucose, Fructose und andere Zucker in Lésungen 
von Natrium-Ferropyrophosphat [nach Pascal*) von der Zusammen- 
setzung Na,Fe,(P,0;),] und Orthophosphat an der Luft oxydiert 
werden. 

Wiahrend also im allgemeinen die durch Metalle hervorgerufene 
Beschleunigung der Oxydation durch Zusatz von Komplexbildnern 
aufgehoben wird [es gilt das ja nicht nur fiir Fructose, sondern auch 
fiir eine Reihe anderer oxydativer Vorginge, z. B. die Oxydation des 
Cysteins*)], handelt es sich hier um eine spezifische katalytische 
Wirkung des Eisenpyrophosphats. 

Eine Hemmung durch Zusatz von Komplexbildnern tritt eben nur 
dann ein, wenn die entsprechende komplexe Metallverbindung ihrer- 
seits katalytisch unwirksam ist. 

Einen der Eisenpyrophosphatwirkung ahnlichen Fall hat EF. \ege- 
lein, wie er mir mitzuteilen erlaubt, bei Untersuchung der Wasserstoff- 
peroxydkatalyse gefunden. Eisen- und Mangan beschleunigen den 
Zerfall von H,O, in alkalischer Lésung. Pyrophosphat bringt die 
Wirkung beider Metalle zum Verschwinden, Blausiure jedoch nur 
die Wirkung von Eisen; die Wirkung des Mangans wird durch Blau- 
siure nicht nur nicht gehemmt, sondern sogar verstarkt, und zwar 
deshalb, weil die komplexe Mangan-Blausiureverbindung Wasserstoff- 
peroxyd katalytisch spaltet. 


2. Dioxyaceton. 


Die Wirkungen der Metalle und der Komplexbildner sind im 
wesentlichen die gleichen wie bei dev Fructose. Zu bemerken ist ein 
groéBerer Unterschied bei Benutzung der gewohnlichen und gereinigten 
Phosphatlésungen: in letzterer verliuft die Oxydation langsamer, der 
EinfluB der Metalle macht sich stairker geltend. 

In neutraler Lésung, bei py = 7.4 bis 7,7 ist die Wirkung der 
Metalle und Komplexbildner noch betrachtlich (s. Tabelle VI und VII). 
In Konzentrationen von 1.10~3 mol. erhéht Cu” die Oxydation 

1) H. A. Spéhr, Journ. of Amer. Chem. Soc. V, 46, Nr. 6, 1924. 

2) Pascal, Ann. chim. [8] 16, 386, 1999. 

3) O. Warburg und S. Sakuma, Uber die sogenannte Autoxydation des 
Cysteins, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 200, 203, 1923; S. Sakuma, diese 
Zeitschr. 142, 68, 1923; O. Warburg und W. Brefeld, Aktivierung stickstoff- 
haltiger Kohle durch Eisen, ebendaselbst 145, 461, 1924; O. Warburg, 
Uber die antikatalytische Wirkung der Blausiure, ebendaselbst 136, 266, 
1923. 
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Tabelle V1. 





5,50cm einer 1. 10-2 mol. Dioxyacetonlésung in m/! Phosphat 
Pu = 7,4 bis (7.7) 





Zeit 
ohne Zusatz Fe 1. 10-4 mol. Mn 1. 10-4 mol Cu 1. 10-4 mol. 
20’ 105cmm O, 147 cmm O, 1l56emm O, 238 cmm O, 
40’ 213 ,. ie 291 . a 310 ° 160 ¥ 
Beschleunig. d. Oxvdation 36 Proz. 44 Proz. 115 Proz. 
Tabelle VII. 
5com einer 0,93. 10-2 mol Dioxyacetonlésung in m/1 Phosphat 
Zeit PR - 
ohne Zusatz Na,P,O; 1.10-5 mol. Na, P,O; 1.10-4 mol 
20' 68emm O, 20cmm O, 5lemm O, 
40’ iM . % = 103, = 
Hemmung der Oxydation 70 Proz. 23 Proz. 


um 125 Proz., Fe’ um 61 Proz., Mn um 63 Proz., KCN hemmt in 
1. 10-3 mol. Konzentration bei py etwa 8 um 40 Proz. Auch hier 
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Abb. 11. 19,5 com m/1 Phosphat (py etwa 8,3). Dioxyaceton 
2.2. 19-5 Mole = 2410-3 mol. Cu= 1.10-4 molar. 
Pfeil bezeichnet diejenige O,»Menge, die zur Dioxyacetonmenge 
im molaren Verhaltnis 1,5: 1 steht. 
Untere Kurve ohne Cu, obere Kurve mit Cu. 


beschleunigt also Kupfer am meisten. Der EinfluB der Wasserstoff- 
ionenkonzentration macht sich in gleicher Richtung wie bei der 
Fructose geltend. 

Von Interesse war schlieBlich die Frage, ob die Oxydation bei 
Zusatz von Metallen nicht nur schneller, sondern auch vollstandiger 
verlaufe. Aus Abb. 11 ist zu ersehen, da dieses nicht der Fall ist. 





Ein neues Potentiometer. 


Von 
Ernst Mislowitzer. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitat, 
Charité, Berlin.) 


(Eingegangen am 27. Mdrz 1925.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


I. Es hat den Anschein, als ob die auffallende Zuriickhaltung, 
die in vielen biochemischen und medizinischen Laboratorien gegeniiber 
der Gaskettenmethode besteht, in der etwas schwierigen Bedienung 
der zugehérigen Apparatur begriindet ist. LaBt sich die eigentliche 
Messung immerhin noch ziemlich bald erlernen, so gehért schon weit 
mehr Erfahrung dazu, die immer wieder auftretenden Stérungen zu 
beheben. Die vielen offen liegenden Kontakte und Leitungen, die 
Stromschliissel und vor allem das Kapillarelektrometer erfordern eine 
stindige Uberwachung und Pflege. Da es hieran meistens gebricht 
und sich daher gewisse Schwierigkeiten allmahlich einstellen und 
schlieBlich anhaufen, ist es erklirlich, daB diese ganze Apparatur von 
nicht physikalisch geschulten Untersuchern oft ungern benutzt wird. 

Das ist um so beklagenswerter, als die Forschung der letzten 
Jahre in der elektrometrischen Titration ein ganz neues Gebiet er- 
schlossen und ausgebaut hat, das auch von der Analytik in der Bio- 
chemie nicht tibersehen werden darf. 

Wir stellten uns nun die Aufgabe, ein Potentiometer zu kon- 
struieren, dessen Bedienung leicht, und dessen Stérungsméglichkeit 
aiuBerst klein ist. 

Mit der Fertigstellung des nun zur Beschreibung gelangenden 
Apparates glauben wir, dieser Aufgabe geniigt zu haben, 

Wenn wir uns auch in der auBeren Form an die erprobten ameri- 
kanischen Modelle gehalten haben, so ist doch in der Benutzung nur 
eines MeBinstrumentes eine grundsatzliche, vereinfachende Abweichung 


diesen gegeniiber vorhanden. 
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Ll. Die urspriingliche Poggendorffsche Kompensationsmethode wird 
eingehalten. An Stelle des MeBdrahts bzw. des Rheostatenkastens kommt 
hier eine Kombination von einem zirkulaér aufgelegten MeBdraht und dekadi- 
schen Widerstanden zur Anwendung. 
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Abb. 1. Leitungsschema 


a» Die an beiden Enden des Gesamtwiderstandes angelegte Hilfsspannung 
wird direkt gemessen. Sie wird durch einen Vorschaltwiderstand genau auf 
1100 Millivolt gebracht. Da der Gesamtwiderstand in 1100 Teile unterteilt 
ist, entspricht ein Teil einem Millivolt, die Brickenzahlen bedeuten also 
zugleich Millivolts. Zum Messen und Eimstellen der Hilfsspannung dient 
ein Prazisionsvoltmeter. Dasselbe Instrument wird durch Betatigung des 
Voltmeterumschalters von den beiden Enden des Gesamtwiderstandes 
abgeschaltet und in den Teilstromkreis gelegt, wo es dann als hochempfind- 
liches Galvanoskop die Nullstellung anzeigt. 





Abb. 2 
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II]. Die ganze Apparatur besteht aus zwei Teilen, und zwar aus einem 
Kasten, dem eigentlichen Kompensationskasten, und aus dem Mefinstrument. 
Diese Zweiteilung gestattet, das hochempfindliche MeBinstrument auch 
gesondert von der Gesamtapparatur zu verwenden. 

Der Kasten ist 34m lang, 21 em breit und 12,5 em hoch; er besteht 
aus einem Unterteil und einem hochklappbaren Deckel. 

Wird der Deckel aufgestellt, so sieht man das Innere des Unterteils 
durch eine schwarz polierte Schaltplatte verschlossen, welche nur von 
einigen Drehknépfen und Kontakten, die aus Hartgummi sind, durchsetzt ist. 

Rechts und links von der Mitte dieser Platte liegen die beiden Skaten- 
drehknépfe. 

Der linke Skalendrehknopf (vom Beschauer aus gesehen) steht in der 
Mitte einer kreisférmigen Skala, die von 0 bis 100 in 100 Teile unterteilt 
ist. wahrend die Skala des rechten Knopfes zehn Schritte von je 100 Teilen 
anzeigt, die mit 100, 200, 300 usw. bis 1000 bezeichnet sind. AuBer diesen 
beiden Skalendrehknépfen sind noch drei weitere Drehknépfe vorhanden. 
Der eine |&Bt sich von V nach G bzw. von P nach M bewegen, wodurch 
das Voltmeter zu einem Galvanometer als Nullinstrument wird. Der zweite, 
rechts von diesem gelegen, stellt einen Unterbrecher im Nebenstromkreis 
dar und erméglicht ein schnelles Ein- und Ausschalten unter Zwischen- 
schaltung einer Schutzvorrichtung. Der letzte Drehknopf, der hinter den 
beiden Skalendrehknépfen liegt, dient zur Regulierung der angelegten 
Vergleichsspannung. 

AuBer diesen Drehknépfen sind noch die erforderlichen AnschluB- 
kontakte auf der Schaltplatte angebracht. Zwei nicht verwechselbare 
gehéren zur Hilfsbatterie, zwei weitere fiir die zu untersuchende Spannung; 
diese Kontakte liegen am rechten Rand der Schaltplatte. Die letzten beiden 
liegen am linken Rand und fiihren zum MeBinstrument. Alle Kontakte und 
Klemmen sind beziiglich bezeichnet. Das MeBinstrument ist ein hoch- 
empfindliches Fadengalvanometer; es ist mit Holz umkleidet. Die Skala 
zeigt den Nullpunkt an, ferner eine Marke bei 1100, 


IV. Zur Ausfiihrung einer Messung wird zunichst das MeBinstrument 
die zu untersuchende Kette und die Hilfsbatterie mit dem Kompensations- 
kasten verbunden, der Voltrmeterumschalter auf V gestellt und der Dreh- 
knopf des Vorschaltwiderstandes so lang reguliert, bis der Zeiger auf 1100 
zeigt (Lupeneinstellung). Dann wird der Volmeterumschalter auf G gestellt 
und durch Betiitigung des rechten Skalendrehknopfes (grobe Regulierung) 
die ungefihre Nullstellung gesucht. Schligt der Zeiger des MeBinstruments 
z. B. bei 300 nach links, bei 400 nach rechts, so wird die grobe Regulierung 
wieder auf 300 gestellt und mit dem linken Skalendrehknopf (feine Regu- 
lierung) die wirkliche Nullstellung aufgesucht. Bei einiger Ubung ist dieser 
Punkt und somit die Spannung der Kette in | bis 2 Minuten gefunden. 

V. Ein Westonelement oder ein Cadmiumnormalelement ist bei dieser 
Anordnung unnétig. Wenn es vorhanden ist, kann es zur Kontrolle der 
Voltmetereinstellung dienen, 

VI. Es ist streng darauf zu achten, daB die Arretierung des MeBinstru- 
ments nur nach der Libelleneinstellung gelést wird, und daB eine Bewegung 
des MeBinstruments nur im arretierten Zustande erfolgen darf. Bei der 
hohen Empfindlichkeit des MeBinstruments kénnen in der Nahe des Null- 
punkts Stromausschlige durch Erschiitterungen vorgetéuscht werden. 
Daher soll das MeBinstrument méglichst erschiitterungsfrei aufgestellt 


























8 SN 








Neues Potentiometer. 7l 


werden. Fiir die allerfeinste Einstellung ist die mitgegebene Lupenablesung 
zweckmabig. 

VIL. Die Widerstande sind auf | Promille genau geeicht. In der gleichen 
GréBenordnung liegt daher auch der unvermeidliche, durchschnittliche 
Fehler. Der Maximalfehler kann im ungiinstigsten Falle das Doppelte 
bet ragen,. 

Das Galvanometer gestattet, bei einiger Ubung noch Potential- 
differenzen zu erkennen, die erheblich unter einem Millivolt liegen, 
die Einstellung des Nullpunktes ist daher mindestens auf 0,6 bis 0,7 Milli- 
volt méglich. — Vergleichende Potentialmessungen mit der alteren 
Apparatur und mit diesem Potentiometer, die seit einigen Monaten 
angestellt wurden, ergaben stets innerhalb der Fehlerbreite vollstandige 
Chereinstimmung der Werte. 

Dieses Potentiometer') wird von den Vereinigten Fabriken fiir 
Laboratoriumsbedarf, Berlin N 39, ScharnhorststraBe, geliefert. 

Herr Goldschmidt, Inhaber der Firma Gans und Goldschmidt, 
Elektrizitats-G. m. b. H., Berlin, hat mich bei der Ausarbeitung dieser 
Konstruktion erheblich unterstiitzt, wofiir ich ihm auch an dieser 
Stelle bestens danke. 


1) D. R.-P. angemeldet. 








Zur H-lonenmessung mit Chinhydron. 
Eine neue Doppelelektrode in Becherglasform. 


Ve al 
Ernst Mislowitzer. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitat, 
Charité, Berlin.) 


(Eingegangen am 27. Mdrz 1925.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


I. Biilmann') hat im Jahre 1921 gezeigt, daB zur Messung von 
Wasserstoffionenkonzentrationen die gew6hnliche Wasserstoffelektrode 
durch eine Chinhydronelektrode ersetzt werden kann. Das Chinhydron 
ruft in wasseriger Lésung einen konstanten, wenn auch sehr schwachen 
Wasserstoffdruck hervor. Gegeniiber einer Wasserstoffelektrode mit 
einem Wasserstoffdruck von | Atm. hat eine Chinhydronelektrode ein 
Potential von 0,7044 Volt bei 18°. Ihr Wasserstoffdruck wurde zu 
etwa 10-74 Atm. berechnet. 

Biilmann und Lund?) und dann auch Sérensen*) haben sehr bald 
noch weitere Untersuchungen iiber die Chinhydronelektrode mitgeteilt 
und erneut auf die Vorziige einer solchen hingewiesen. 

War so die Brauchbarkeit dieser neuen Elektrode als Ableitungs- 
elektrode gesichert, so konnte sehr bald die Méglichkeit gezeigt werden, 
auch als Bezugselektrode eine Chinhydronelektrode anzuwenden. 
Veibel*) unterzog sich im Auftrage von Biilmann der Aufgabe, eine 
derartige Bezugselektrode aufzufinden und zu priifen und konnte 
schon im Jahre 1923 iiber seine durchaus gelungenen Versuche berichten. 
Von diesem Zeitpunkt an wurde in verschiedenen Laboratorien mit 
einer sogenannten Chinhydronkette gemessen. 

Von weiteren Arbeiten, die sich mit der Chinhydronelektrode, 
sei es der einfachen oder der doppelten, beschaftigen, soll vor allem 


1) Ann. de Chim. 15. Paris 1921. 

2) Ebendaselbst 16. Paris 1921. 

3) C. r. des Trav. du Laborat. Carlsberg 14, Nr. 14, 1921. 
*) Trans. of the Chem. Society 128, 1923. 
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die von F. Auerbach') genannt werden, dann auch eine weitere von 
M. Trénel*) und die jiingste von Schaefer und Schmidt). 

Alle diese Arbeiten lassen die groBe Bequemlichkeit der H-lonen- 
messung mit Chinhydron erkennen. Da das Einleiten von Wasserstoff 
fortfallt und sich das endgiiltige Potential fast augenblicklich einstellt, 
dauert eine Messung nur allerkiirzeste Zeit. 

Il. Wahrend fiir die Benutzung von atmospharischem Wasserstoff 
in der Birnen- und in der U-Elektrode und auch in zahlreichen anderen 
eine allen Anforderungen geniigende Apparatur vorhanden ist, sind 
die Einrichtungen fiir die Chinhydronkette bisher mehr oder weniger 
behelfsmabig. Im folgenden teilen wir eine neue Anordnung mit, die 





sich bei uns als besonders praktisch erwiesen hat. 
Das neue ElektrodengefaB stellt eine Doppelelektrode dar, da die 
Bezugs- und die Ableitungselektrode in einem Gefaf vereinigt sind 
Die Zwischenschaltung von Hebern, Wollfaden, Agarhebern 
Glaswannen usw. kommt in Fortfall. Die Verbindung der beiden 


a a 




















la: Oberstuck. Ib: Unterstuck. lc: Innenteil 
Abb. 1. (Schnitt.) 
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Abb. 2 


Elektrodenfliissigkeiten geschieht einzig und allein durch einen zweck- 
maBig angebrachten Glasschliff. Die auBere Form ahnelt der eines 
Becherglases mit doppelter Wandung. 


') Zeitschr. f. physikal. Chem. 110, 1924 
2) Zeitschr. f. Elektrochem. 30, 1924. 
8) Diese Zeitschr. 156, 1925. 
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Ill. Das ganze GefaB besteht aus drei Hauptteilen, einem Oberstiick, 
einem Unterstiick und einem IJnnenteil. 

Das Oberstiick ist aus einem éuBeren und inneren Zylinder hergestellt, 
die an ihren oberen Randern ineinander iibergehen. 

Das Unterstiick und das Innenteil haben die Form von einfachen 
Bechern, und zwar paBt das Unterstiick auf den Schliff a des AuBenzylinders 
vom Oberstiick und das Jnnenteil auf den Schliff 6 des Oberstiicks. 


Abb. 2 zeigt alle drei Teile zusammengesetzt, ebenfalls im Schnitt. 


Durch diese Anordnung wird ein Mantelraum m und ein Lumen L 
ermoglicht, die durch den Schliff b miteinander in Verbindung stehen. 

Der Mantelraum m enthalt schlieBlich noch einen eingeschliffenen 
Glasstab mit einer Platinelektrode. 

Das Lumen L wird bei den gréBeren Modellen von einem Glasdeckel 
verschlossen, der eine Platinelektrode und ein Thermometer tragt. 


Abb. 3 zeigt das vollstandige Elektroden- 
gefaB (groBes und kleines Modell). 


IV. Als Bezugselektrode kann jede Lésung vor 
einer bestimmten Aciditdt dienen. Sie wird mit 
Chinhydron versetzt und kurz geschiittelt. Zweck- 
miBig ist z. B. ein Gemisch einer Standard- 
acetatlésung (nach L. Michaelis) und einer ge- 
sattigten KCl-Lésung zu gleichen Teilen. Durch 
den Salzzusatz kommen durch Beeinflussung der 
Chinhydronkomponenten geringe Potentialab- 
weichungen vor, siehe Sdérensen'). Diese lassen 
sich entweder mit Hilfe der Korrektionsformel 
von Sérensen berechnen oder direkt mit Hilfe 
einer Kalomelbezugselektrode messen. Die ge- 
messene Potentialdifferenz wird dann zu dem 
Werte Chinhydron-Kalomel! [siehe J. Auerbach 
l.c., S. 162] hinzuaddiert. Die erhaltene Summe 
ist das Potential dieser Elektrode gegeniiber 
Wasserstoff. 

V. Wie schon erwihnt, geschieht die Verbin- 
dung zwischen der Bezugselektrode im Mantel- 

Abb. 3. raum und der Ableitungselektrode im Lumen 

durch den Glasschliff 6 (s. Abb. 2). Es hat sich 

als vorteilhaft herausgestellt, diesen Glasschliff mit gesattigter KCl-Lésung 

zu fiillen. Zu diesem Zwecke wird das gesonderte Innenteil bis zum 

oberen Rand mit dieser Lésung angefiillt und dann erst auf den 

Schliff 6 des Oberteiles fest aufgesetzt. Hierbei tritt KCl in die kapillaren 
Spalten des Schliffes ein. 





VI. Zum Einfiillen der Mantelelektrode gieBt man die mit Chinhydron 
versetzte Elektrodenfliissigkeit in das Unterstiick und fiillt bis zum Rande auf. 
Setzt man nunmehr vorsichtig das Oberstiick, an dem zu diesem Zeitpunkt 
bereits das Innenteil hangt, auf das Unterstiick auf, so tritt die Elektroden- 
fliissigkeit in dem Mantelraum in die Héhe. Es geniigt véllig, wenn die 
Fliissigkeit iiber den Schliff 6 reicht. 


t) lo e. 








mewn 
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VII. In das Lumen kommt die mit Chinhydrou versetzte Unter 
suchungsfliissigkeit und eine Platinelektrode. 

Je nach der Aciditat dieser Lésung wird auBen oder innen positiy 
geschaltet. 





5 Nach beendeter Messung wird das ganze GefiB wie ein Becherglas 
behandelt. Das Lumen wird entleert, ausgespiilt und zur nachsten Messung 
neu gefiillt. Die Mantelfliissigkeit wird durch diese MaBnahmen nicht 
beriihrt. So lassen sich in kiirzester Zeit zahlreiche Messungen mit der- 
selben Bezugselektrode ausfiihren. 

VIII. Die Mantelfliissigkeit kann aus einer groBen Vorratsflasche 
einmal am Tage eingefiillt werden und dient dann fiir alle Messungen des 
Tages. 

Sie braucht aber 8 bis 14 Tage nicht erneuert zu werden, wenn man 
ihre Potentialanderungen beriicksichtigt. 

Die Elektrode wird taglich um etwa 1 Millivolt unedler, ein Wert, 
der aber mit einer anderen Bezugselektrode kontrolliert werden muB. 





; Zum SchluB teilen wir einige Zahlen mit: 


I. Mantelfliissigkeit — ges. Kalomelelektrode. 


Less ae « x oe ko oo eee 
rn a ao ee a 
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Bei dieser Elektrode war die Abnahme, wie ersichtlich, recht gering. 





Il. Mantelfliissigkeit — ges. Kalomelelektrode. 
Ro Ee“ és ae alte.) s Tee 
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Die Messungen wurden simtlich mit dem neuen Potentiometer 
(vgl. S. 68) ausgefiihrt. 


Zahlreiche vergleichende Untersuchungen zeigten eine einwand- 
freie Ubereinstimmung zwischen den Werten, die mit Wasserstoff- 
elektroden erhalten wurden, und denen, die sich unter Benutzung 
des neuen ElektrodengefaBes messen lieBen. Z. B.: 


1. Phosphatlésung: 
Doppelchinhydronelektrode . . . . . . . Dy 8,38 
H,-Elektrode ...... 8.40 


Pu 
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to 


Phosphatlosung : 


Doppelchinhydronelektrode 


H,- Elektrode 
3. HCl-Lésung: 


Doppelchinhydronelekt rode 


H,-Elektrode 
4. HC|-Lésung: 


Doppelchinhydronelekt rode 


H,- Elektrode 


+. Essigsiture (theoretischer Wert 


Doppelchinhydronelektrode 


6. HCl: 


Doppelchinhydronelektrode 


H,- Elektrode 


Das neue Elektrodengefa!) ist von den Vereinigte 


Berlin N 39, 


1) D. R.-P. 


angemeldet. 


Py 2,87): 


ScharnhorststraBbe. 
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Zur H-lonenmessung von Blut. 
Die Spritze als Ableitungselektrode. 


Von 
Ernst Mislowitzer. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitat, 
Charité, Berlin.) 


9” 


(Eingegangen am 27. Mdrz 1925.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


1. Vor wenigen Monaten veréffentlichten Corran und Lewis') 
einige Messungen der Wasserstoffionenkonzentration vom Blut ge- 
sunder Manner und Krebskranker. 

Wahrend bis dahin alle py-Bestimmungen im Blute entweder mit 
der Indikatorenmethode oder mit Hilfe von Wasserstoffelektroden aus- 
gefiihrt worden waren, bedienten diese Autoren sich einer Chinhydron- 
elektrode. 

Da die Indikatorenmethode nur im Blutplasma anwendbar ist 
und Ungenauigkeiten schon im Hinblick auf die notwendige Trennung 
des Plasmas von den roten Blutkérperchen méglich sind, war zu sorg- 
filtigen Messungen wohl stets die potentiometrische Methode mit der 
Wasserstoffelektrode angewandt worden. Zur Ausfiihrung dieser 
Methode sind gewisse , Vorbereitungen nétig, die das Abdunsten der 
Kohlensaure verhindern und die notwendige Wasserstoffatmosphare 
ermoglichen sollen. Besonders listig ist bei dieser Methode die langsame 
Einstellung des Potentials, die eine halbe Stunde und bisweilen noch 
langere Zeit erfordert. Dies alles lieB die Einfiihrung der Chinhydron- 
methode wiinschenswert erscheinen. 

Solange Corran und Lewis mit Platinelektroden arbeiteten, konnten 
sie zu keinem Resultat kommen. Erst als sie das Elektrodenmetall 
anderten [in Anlehnung an Versuche von Dixon und Quastel*)| und 
das Platin durch Gold ersetzten, waren die Schwierigkeiten beseitigt. 


1) J. W.Corran and W.C. Milullagh Lewis, Biochem. Journ. 18, 
Nr. 6, 1924. 
2) Dixon und Quastel, Journ. Chem. Soc. 123, 2943, 1923. 
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Il. Um das Abdunsten der Kohlensaure ganz sicher zu vermeiden 
und die Methodik noch weiter zu vereinfachen, haben wir die Npritze, 
mit der das Blut aus der Vene entnommen wird, in ein Elektroden- 
gefa verwandelt. Zu diesem Zwecke wurde in eine Glasspritze eine 
Goldelektrode eingeschmolzen und eine leitende Ver- 


‘S- 


bindung zu einer auBerhalb der NSpritze angebrachten 

===" Polklemme hergestellt. 
II]. Zu Beginn einer Messung wird in die Npritze 
ein wenig Ringerlésung eingefiillt (etwa 0.5 cem) und 


j 


Cher 


dazu etwas Chinhydron gegeben. 
ram, 5. Dann werden, wie tiblich, | bis 2cem Blut ein- 
gesaugt und diese durch einigemal wiederholtes Umkippen der Spritze 
mit der Ringerlésung und dem Chinhydron durchmischt. 

Das Potential hat sich nach wenigen Sekunden eingestellt und 
kann sogleich gemessen werden, wobei die NSpritze als Ableitungs- 
elektrode gegeniiber einer beliebigen Bezugselektrode zu verwenden 
ist. Die Messung ist noch vor der Gerinnung des Blutes beendet. 

Die Goldelektrode ist empfindlicher als die Platinelektrode. Sie 
mus vor jedesmaligem Gebrauch griindlich mit Bichromatschwefel- 
siure gereinigt und dann mit ausgekochtem destillierten Wasser gespiilt 
werden. Es ist notwendig, die Npritze vor jeder Messung mit Standard- 


acetat zu priifen. Einige Ergebnisse unserer Blutmessungen seien 
mitgeteilt : 
U-Elektrode Spritze 
l. py 7,38 7.35 
2. py 7,42 7,43 
3. Py 7,48 7,44 


IV. Fiir die Messung von anderen Korperfliissigkeiten, wie z. B. 
Transsudaten, ist die Goldelektrode besser durch eine Platinelektrode 
zu ersetzen, die weit einfacher zu bedienen ist. 

Bei Leber-, Milzbrei usw. ist die Chinhydronmessung bisweilen 
gestort. Hier erscheint die Goldelektrode wieder vorteilhafter. 

V. Eine 1-ccm-Elektrodenspritze fand bei uns nebenher Anwendung 
als Mikroelektrode, da sich in dieser Spritze schon 0,1 bis 0,2 cem 
messen lieBen (Kammerwasser). 

VI. Bei dem Vergleich von Gold- und Platinelektroden stellten 
wir auch Untersuchungen mit ungepufferten Lésungen an. 

Die Birnenelektrode kommt fiir die Messung von ungepufferten 
oder vorwiegend mit Carbonat gepufferten Lésungen nicht in Frage. 

Dagegen ist die U-Elektrode hierzu durchaus geeignet. Sie mu 
vor Messungen dieser Art langere Zeit (bis zu 15 Minuten) platiniert 


werden. 
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Die Ergebnisse mit der U-Elektrode sind genauer als die der 
Indikatorenmethode. 

Die Platinchinhydronelektrode ist bei diesen Lésungen einer 
Goldchinhydronelektrode vorzuziehen. 

VII. Die gebrauchliche Priifungsmethode von Elektroden jeder 
Art mit Hilfe von Standardacetat geniigt nicht zur eindeutigen Be- 
urteilung des Elektrodenzustandes. Sie ist nur dann ausreichend, 
wenn mit den Elektroden gepufferte Losungen untersucht werden sollen 
Kommen ungepufferte Lésungen zur Untersuchung, so ist daran zu 
denken, da eine U-Elektrode, die gegeniiber Standardacetat einen 
richtigen Wert ergibt, bei der Messung von pufferfreien Lésungen 
fehlerhaft sein kann. 

Fiir diese Falle kann die Eichfliissigkeit nur eine ungepufferte 
Lésung sein. 

Die Spritzenelektrode') ist durch die Vereinigten Fabriken fiir 
Laboratoriumsbedarf, Berlin N 39, Scharnhorststrabe, zu beziehen. 


1) D. R.-P. angemeldet. 








Die Elektrotitration in physiologischen Fliissigkeiten. 


I. Mitteilung: 
Die Bestimmung der Chloride im Blute und Serum. 


Von 
Ernst Mislowitzer und Marthe Vogt. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitat, 
Charité, Berlin.) 
(Eingegangen am 27. Mdrz 1925.) 

I. Die Chloride im Blute oder Serum werden nach dem trocknen 
oder feuchten Veraschen der organischen Substanz als Chlorsilber 
gefallt und entweder gravimetrisch oder titrimetrisch bestimmt. Zum 
Arbeiten mit kleinen und kleinsten Mengen werden nur titrimetrische 
Methoden verwandt, wobei die bekannten Volhard schen oder Mohrschen 
Methoden in nur wenig verainderter Form zur Anwendung kommen. 

Zu den Messungen mit Farbindikatoren kamen in den letzten 
Jahren die elektrometrischen Methoden hinzu, bei denen der Endpunkt 
der Titration durch den sogenannten ,,Potentialsprung™ angezeigt wird. 
Die Ubertragung dieser bisher nur fiir anorganische Lésungen aus- 
gearbeiteten Methoden auf physiologische Fliissigkeiten erschien aus 
mehreren Griinden vorteilhaft. 

Die elektrometrische Chloridbestimmung ist von Wiiller') ein- 
gehend beschrieben worden. Miiller konnte zeigen, dal} die Genauigkeit 
dieser Methode durchaus derjenigen der fritheren Verfahren entspricht 
und sie beim Arbeiten mit sehr geringen Menyen sogar noch iibertrifft. 
Fiir gewisse Fragen hat die Elektrotitration schon den Vorrang gegen- 
iiber den alteren Methoden errungen, z. B. fiir die quantitative Analyse 
einzelner Ionenarten in Ionengemischen. 

Il. Bei der Anwendung der elektrometrischen Titration auf 
Blut war zunichst der EinfluB der EiweiBkérper auf die Bestimmung 


1) Erich Miiller, Die elektrometrische MaBanalyse, 1921. 
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zu untersuchen. Es ergab sich, daB eine potentiometrische Titration 
in Gegenwart von geléstem EiweiB unméglich ist, die Koagulation 
des EiweiBes zur Behebung dieser Schwierigkeit aber geniigt. Schwer- 
metalle kamen als Fallungsmittel nicht in Betracht. Die Alkohol- 
fallung erwies sich wegen der Notwendigkeit. den Alkohol wieder zu 
entfernen (s. unten) als zu umstandlich. Am geeignetsten ist die Koagu- 
lation des EiweiBes durch Erhitzen im isoelektrischen Punkte, der durch 
eine Monokaliumphosphatlésung hergestellt wird. 

Ill. Zur Ausfiihrung der Bestimmung wird | ccm zehnfach ver- 
diinnten Blutes tropfenweise einer siedenden 2proz. Monokalium- 
phosphatlésung (etwa 5ccm) zugesetzt und nach wenigen Sekunden 
das Sieden unterbrochen. Nach dem Erkalten werden 3 bis 5 Tropfen 
etwa 20proz. Salpetersiure zugegeben. Die Titration kann nun un- 
mittelbar angeschlossen werden. Am geeignetsten ist die Benutzung 
einer Elektrode, die gleichzeitig als Rihrvorrichtung dient. Die Bezugs- 
elektrode ist beliebig. Die Elektrodenfliissigkeit wird durch einen 
Stromschliissel (s. Miller) mit der zu titrierenden Fliissigkeit leitend 
verbunden. Der Schliissel wird mit gesattigter Kaliumnitratlésung 
gefiillt. Es wird mit n/100 Silbernitratlésung titriert. Eine wesentlich 
stirkere Verdiinnung der Silberlésung kommt nicht in Frage, da das 
Gesamtvolumen bei der Titration sonst zu sehr wachsen wiirde (s. unten). 


Zur Potentialmessung wurde das neue Potentiometer (vgl. 8. 68) 
benutzt. 

IV. Wie bei der py-Messung, sind auch bei der elektrometrischen 
Titration oberflachenaktive Substanzen stérend. Das ist fiir Athyl-, 
ganz besonders aber fiir Amylalkohol zu beachten. Ein Uberschub 
an Salpetersiure hindert ebenfalls die Titration, da die Silberelektrode 
angegriffen wird. Das Volumen der zu titrierenden Fliissigkeit mul 
so gering wie méglich gehalten werden. Die Schirfe des Umschlags 
ist um so gréBer, je geringer das Volumen ist. 

Bei einiger Chung nimmt eine Bestimmung etwa eine Viertel- 
stunde in Anspruch. Ein weiterer Vorzug dieser Methode ist in der 
Moglichkeit zu sehen, nach beendeter Chloridtitration noch auf weitere 
Ionen zu untersuchen. Eine elektrometrische Natriumbestimmung, 
bei der der letzte Abschnitt der jodometrischen Natriumtitration 
potentiometrisch ausgefiihrt wird, kann z. B. unmittelbar angeschlossen 
werden. 

V. Wir geben einige Versuchsresultate wieder, die als Vergleich 
zwischen den verschiedenen Methoden dienen mégen. 

1. 2cem einer Kaliumchloridlésung verbrauchten, ohne Vor- 
behandlung elektrometrisch titriert, 4,25cem einer n 200 Silber- 
nitratlésung. 


Biochemische Zeitschrift Band 159. 6 
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Nach Zugabe von 0,5 ccm chloridfreien, dialysierten Serums und 
Koagulation mit Monokaliumphosphat: 4,25 ccm. 

2. Chloridfreies Serum wurde mit einer analytisch abgewogenen 
Menge Natriumchlorid versetzt und folgende Versuche mit der Lésung 
angestellt: Es wurden 

a) Leem koaguliert und das Filtrat nach Volhard titriert, 

b) Mikrobestimmungen nach Bang ausgefiihrt, 

c) elektrometrisch titriert mit 0,1 cem Serum. 


Wir fanden nach a), b), c): 


Theoretischer 
a b c fert 
106 107 106 105 Milliaquivalente C] im Liter. 


3. Nach diesen Voruntersuchungen gingen wir zu eigentlichen 
Serum- und Blutanalysen tiber. Fiir Hundeserum ergab sich nach 
a), b), e): 

a b c 
116 117 115 Milliaquivalente im Liter. 

4. Fiir ein anderes Serum nach Veraschung von 1 ccm mit Per- 

manganat und Titration nach Volhard (d) und Elektrotitration (c): 
d c 

105,6 105 Milliaquivalente Cl] im Liter. 

5. Fiir Blut nach b) und ec): 


b c 
94 95 Milliiquivalente C] im Liter. 


Die Untersuchungen a) und d) wurden in dankenswerter Weise 
von Herrn Petow aus der I. medizinischen Klinik der Charité aus- 
gefiihrt. 


























Zur Kenntnis der Vitamine. 


V. Mitteilung: 
Speicherung von Vitamin A bei jungen weiBen Ratten nach Zulage von Plerde- 
fleisch an die Miitter wihrend der Trichtigkeit und bis zum Versuchsbeginn. 


Von 
Arthur Seheunert und A. J. Candelin. 
(Aus dem veterinér-physiologischen Institut der Universitat Leipzig.) 
(Eingegangen am 28. Marz 1925.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


In der vierten Mitteilung') wurde gezeigt, dal’ gekochtes mageres 
Pferdefleisch Vitamin A enthalt. Diese Untersuchungen wurden da- 
durch angeregt, daB es plétzlich nicht mehr gelang, bei vitamin-A-freier 
Ernahrung Wachstumsstillstand und Keratomalacie darzustellen. Dies 
hing offenbar mit der Ubersiedelung der Rattenkolonie von Berlin 
nach Leipzig zusammen, da vorher und auch bei Rattenwiirfen, die 
noch aus Berlin stammten, regelmabig bei vitamin-A-freier Kost in 
20 bis 30 Tagen Keratomalacie zum Ausbruch kam, wahrend bei 
Wiirfen von Ratten, die in Leipzig triachtig geworden waren, bei 
vitamin-A-freier Kost selbst nach 8 Wochen und mehr noch Wachstum 
bestand und Keratomalacie ausblieb. Da bei langem vergeblichen 
Suchen andere Ursachen nicht gefunden werden konnten, mubte die 
verabreichte Normalnahrung der Zuchtratten als Ursache angesehen 
werden. Diese war durch Zulage von kleinen Mengen gekochten Pferde- 
fleisches etwas eiweiBreicher gemacht worden, und da die pflanzlichen 
Bestandteile der Kost nicht besonders reichlich Vitamin enthielten, 
konnte nur im Pferdefleisch die Ursache erblickt werden. Dies wurde 
in der vierten Mitteilung bestitigt. Es muBte also eine Speicherung 
von Vitamin A bei den jungen Tieren stattgefunden haben. Dab 
gerade Vitamin A leicht und reichlich vom Organismus der Ratte ge- 
speichert wird, ist bekannt und durch zahlreiche Untersucher erhartet 
worden. Es findet sich besonders in den driisigen Organen des Tier- 


1) A. Scheunert und Ch. Hermersdorfer, diese Zeitschr. 156, 58, 1925. 
6* 
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kérpers und kann so reichlich gespeichert sein, dai sehr lange Zeit 
vergeht, bis auch bei peinlichster Vermeidung von Vitamin-A-Zufuhr 
die bekannten Erscheinungen auftreten [Me Collum und Davis'), 
Osborne und Mendel*), Mc Collum, Simmonds und Parsons*), Zilva 
und Drummond*), Drummond, Golding und Coward), Daniels und 
Nichols®), Aron und Gralka’), Steenbock, Sell und Nelson®) u.a.|. Insbe- 
sondere haben die letztgenannten Autoren die Verhaltnisse eingehend 
beleuchtet und auf die Bedeutung dieses Speicherungsvermégens fiir 
Versuchsanstellung hingewiesen. 

Bestanden diese Angaben zu Recht, woran nicht zu zweifeln war, 
so mubte sich auch bei unseren Ratten die Speicherung nachweisen 
lassen und hierdurch auch der Vitamin-A-Gehalt des Pferdefleisches 
erhartet werden. Zu diesem Zwecke wurden die folgenden Versuche 
an jungen wachsenden Ratten durchgefiihrt. 


Methodisches, 


Das Futter der trachtigen Muttertiere bestand aus Reis, Brot, Méhren, 
magerem Pferdefleisch und Milch. Das Pferdefleisch wurde weichgekocht, 
von ihm wurden ebenso wie von Brot und Méhren ungefahr 3 bis 4g gefiittert. 
Auch der Reis wurde gekocht verabreicht, die Tiere erhielten davon soviel 
sie fressen wollten. Vor dem Verabreichen wurde der Reis mit der Fleisch- 
briihe vermengt. Die tagliche Milechgabe betrug 10 cem und wurde getrennt 
von der anderen Nahrung gegeben. Diese Ernahrung wurde auch beibehalten, 
als die Muttertiere geworfen hatten: die Wiirfe waren 9 bis 10 Stiick stark. 

Die Jungen blieben bei der Mutter, bis sie ein Gewicht von etwa 40 
bis 55 g erreicht hatten, was nach ungefaihr 4 Wochen der Fall war. Dann 
wurden sie in den Versuch genommen und auf Versuchskost gesetzt. Die 
jungen Tiere hatten also, abgesehen von der vitaminhaltigen Ernahrung 
wahrend des intrauterinen Lebens, eine vitaminhaltige Milch von seiten 
der Mutter und auch, sobald sie selbst Nahrung aufzunehmen begonnen 
hatten, eine vitaminhaltige Kost erhalten. 

Die Durchfiihrung der Versuche erfolgte in der friiher beschriebenen 
Weise. Die Grundration bestand aus Casein (Merck) 18 Proz., Fett 15 Proz., 
Cellulose 2 Proz., Salzgemisch 6,14 Proz., Starke 58,86 Proz. Vitamin- 
freiheit war in iiblicher Weise durch Extraktion gesichert, das Salzgemisch 
entsprach anni&hernd dem von Osborne und Mendel angegebenen und war 
nach den Vorschligen von Ragnar Berg*) etwas veriindert worden. Vitamin- 
B-Zulage erfolgte durch Ersatz von Starke (5 Proz.) durch Trockenhefe. 


1) McCollum und Davis, Journ. of biol. Chem. 21, 179, 1915. 

2) Osborne und Mendel, ebendaselbst 82, 309, 1917; 34, 17, 1918. 

3) McCollum, Simmonds und Parsons, ebendaselbst 42, 111, 1921. 

4) Zilva und Drummond, Lancet 1922, 8. 1243. 

5) Drummond, Golding, Zilva und Coward, Biochem. Journ. 14, 742, 1920. 
6) Daniels und Nichols, Journ. of biol. Chem. 32, 91, 1917. 

7) Aron und Gralka, diese Zeitschr. 115, 188, 1921. 

8) Steenbock, Sell und Nelson, Journ. of biol. Chem. 56, 327, 1923. 

*) Ragnar Berg, Die Vitamine. Leipzig 1922. 
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Experimenteller Teil. 

1. Zunachst mubte dargetan werden, dais die Tiere bei vitamin- 
freier Grundnahrung und Zulage von Vitamin A und B ein befriedigendes 
Wachstum zeigen. Zur vitamin-B-haltigen Grundkost erhielten zwei 
Tiere je 0.5g Butterfett taglich. zwei andere je 0,033 g Lebertran. 
Die Buttertiere (Abb. 1, Nr. 166, 167) entsprachen bei einer durch- 
schnittlichen Nahrungsaufnahme von 11,1 g in ihrer Entwicklung unseren 
Erfahrungen, die Lebertrantiere 
(Nr. 168, 169) nicht (Nahrungsauf- 180 
nahme durchschnittlich 10,4 g). 
Am 30. Tage kam bei ihnen das 
Wachstum zum Stillstand, die ,,, 
Tiere sahen sehr schlecht aus, 








hatten struppiges Fell und setzten 
diinnen Kot ab. Die Ursache wurde 
auf den Lebertran geschoben. Nach 72 





Weglassen des Lebertrans besserte 
sich der Zustand, und das Wachs- 
tum kam wieder in Gang, so dab 
man am 40. Tage erneut den Le- 
bertran zufiihren konnte. Eine 
Férderung des Wachstums durch 
diese Zugabe war unverkennbar, 60} 
aber bald trat wieder Stillstand 
ein. Ratte 168 konnte bei lang- 
samem Wachstum noch langere 
Zeit im Versuch gehalten werden, ” 10 Tage 











sie erhielt noch eine weitere Hefe- Abb. 1. Vorfiitterung mit einer Ration, die 
, oT : Pferdefleisch enthielt. Versuchsfutterung: 
zulage. Am 82. Tage wurde auch Vitamin-B-haltige Grundkost + Zulage von 
es a ais os E i ’ Vitamin A (Butter bzw. Lebertran). 
dieser Versuch abgebrochen. Der + Wegnabme von Lebertren. ¢ Zulage von 


Verlauf ist nicht so eindeutig bertran. V Zulage . n Hete 


wie bei den Butterratten, der Versuch zeigt aber, da® die Ursache 
im Lebertran liegt, den die Ratten schlecht vertragen. 

2. Weiter war die Frage zu beantworten, ob und wie lange 
Wachstum bestehen bleibt. wenn Vitamin A in der Nahrung fehlt. 
Vier Tiere wurden dazu ohne Vitamin A, aber mit Vitamin B ernahrt. 
Wie Abb. 2 zeigt, ging trotz des Fehlens von Vitamin A in der Nahrung 
das Wachstum bei allen Tieren gut, ja anfangs etwa mit derselben 
Geschwindigkeit wie bei den Normaltieren (Abb. 1) vonstatten (durch- 
schnittliche Nahrungsaufnahme taglich 10.4 g). Die Tiere bewahrten 
auch ihr normales Aussehen. Die Ratte 164 erkrankte am 20. Tage 
akut und starb am 23. Tage an Harnverstopfung, die durch Einkeilung 
von Harnsteinen verursacht wurde. Die anderen drei Tiere zeigten 
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erst nach lingerer Zeit eine Verminderung des Wachstums. Nchlieblich 
kam es zum Wachstumsstillstand, wobei die tagliche Nahrungsaufnahme 
auf 83g zuriickging. Bald nachher, und zwar bei Ratte 163 am 
53. Tage, bei Ratte 162 am 67. Tage und bei Ratte 163 sogar erst am 
79. Tage entwickelte sich Keratomalacie. Diese konnte durch Zugabe 
von Lebertran alsbald geheilt werden. Bei Ratte 163 und 165 kam 


g 
150. ~~~ - — 














wTaae 


Abb. 2. Vorfiitterung mit einer Ration, die Pterdefleisch enthielt. Versuchsfutterung 
Vitamin-B-haltige Grundkost, keine Zulage von Vitamin A. 
Keratomalacie. ¥ Zulage von Lebertran. 


auch bis zum VersuchsschluB am 82. Tage das Wachstum von neuvem 
in Gang und die Nahrungsaufnahme stieg auf die urspriingliche Hohe. 
Der Versuch zeigt eindeutig, daB in der Tat bei den Tieren erst 
spit und nach recht verschiedenen 
Zeiten Mangelerscheinungen durch 
Fehlen des Vitamins A in der Kost 
auftraten, und da diese durch er- 
neute Vitamin-A-Zufuhr (Lebertran) 
behoben werden konnten. Wenn 
dieses relativ spate Auftreten der 





Abb. 3. Vorfiitterung mit einer Ration, a . om _ rs 
dhe tein lenidiisiecs exthict. Versuches Ersehe inungen des Mange ls an Vi- 
fiitterung: Vitamin-B-haltige Grundkost. tamin A auf die Pferdefleischfiitterung 


+ Keratomalacie. ¥ Zulage von Butter. 


zurickzufiihren ist, so mubten bei 
einer Vorfiitterung ohne Pferdefleisch die Mangelerscheinungen 
schneller in Erscheinung treten. Dies ist nun in der Tat der Fall. 
Wurde namlich das Pferdefleisch aus der Kost weggelassen, so 
konnten Wachstumsstillstand und Keratomalacie bereits nach 9 bis 
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16 Tagen erzielt werden (Abb.3). Die Kost bestand dabei aus 
Brot, Milch, Méhren und Hafer und war allerdings dann zur Er- 
zielung einer befriedigenden Nachzucht nicht hinreichend. Damit 
wird gezeigt, dab tatsichlich eine Speicherung von Vitamin A in- 
folge der Fiitterung mit Pferdefleisch stattgefunden hatte. 

3. Durch eine weitere Gruppe von Versuchen sollte das Verhalten 
der Tiere bei véllig vitaminfreier Kost dargestellt werden. 

Die Ratten 176 bis 179 erhielten zunachst nur vitaminfreie 
Grundnahrung. Bei Stocken des Wachstums sollte durch Vitamin-B- 
Zulage gezeigt werden, da® hierdurch das Wachstum wieder 
hervorgerufen werden kénne. In der ersten Periode ohne jegliche 
Vitaminzufuhr betrug die tagliche Nahrungsaufnahme im Durch- 
schnitt 7.0g und wurde durch Zulage von Apfelsinensaft auf 8.0 ¢ 
und durch Zugabe von Hefe auf 7.8 g erhéht. Abb. 4 zeigt den Verlauf 








30 a ——__-_ ‘ —" nd 


10 Tage 


Abb. 4. Vorfitterung mit einer Ration, die Pterdefleisch enthielt. Versuchstutterung 
Vitaminfreie Grundkost. 
+ Keratomalacie. V Zulage von Hefe. + Apteisinensaft. 4 Zulage von Butter. 


der Wachstumskurven. Die Versuchstiere verhielten sich etwas ver- 
schieden. Ratte 177 wuchs sehr bald tiberhaupt nicht mehr, Ratte 176 
nur recht unbedeutend, besser aber die Ratten 178 und 179. Die Tiere 
gingen durchweg im Aussehen so stark zuriick, dal} Ableben befiirchtet 
werden muBbte. Am 22. Tage erhielten sie deshalb Zulagen, und zwar 
Ratten 176 und 177 je 0,5 g Hefe, die beiden anderen Ratten je 1 com 
Apfelsinensaft. 

Der Erfolg war verschieden. Das Wachstum kam bei den Hefe- 


tieren sofort erheblich in Gang, aber bald zeigten sich Folgen des 
Mangels an Vitamin A. Ratte 176 verendete am 41. Tage ohne An- 
zeichen, Ratte 177 aber am 55. Tage nach Wachstumsstillstand (am 
37. Tage) und Keratomalacie am 47. Tage. Eine Butterzulage heilte 
die Augenerkrankung. das Tier konnte aber nicht gerettet werden, 
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weil es, wie die spitere Sektion ergab, an Harnsteinen litt, die die 
Harnréhre verstopft hatten und den Tod des Tieres herbeifiihrten. 
Bei Ratte 178 geniigte der Apfelsinensaft nicht, um Wachstum und 
Wiederherstellung normalen Befindens zu erzielen. Auch dieses Tier 
starb am 48. Tage an Darmentziindung. Ratte 179 hingegen vermochte 
sich mit Apfelsinensaft besser zu erholen und konnte, als sie vom 
44. bis 47. Tage Wachstumsstillstand zeigte, durch Hefe wieder zu 
erneuter Gewichtszunahme gebracht werden. Der Apfelsinensaft 
hatte danach nicht geniigend Vitamin B zugefiihrt. Infolge des noch 
bestehenden Mangels an Vitamin A trat dann am 55. Tage Kerato- 
malacie auf, die durch Butterzulage wieder behoben werden konnte. 

Dieser Versuch bestatigt also die bisherigen Ergebnisse: Die 
Versuchsratten besitzen eine erhebliche Reserve an Vitamin A, hin- 
gegen keine Reserven an Vitamin B. Die ersteren geniigten fiir mehrere 
Wochen, um den Bedarf des Tieres zu decken, Wachstum zu sichern 
und Keratomalacie zu verhiiten. 


Zusammenfassung. 


Es wird gezeigt, daB durch Fiitterung von Pferdefleisch an Zucht- 
ratten und deren Wiirfe eine erhebliche Speicherung von Vitamin A 
bewirkt werden kann. Dies ist auf den friiher nachgewiesenen Gehalt 
des Pferdefleisches an Vitamin A zuriickzufiihren. Wenn es auf Vor- 
bereitung von Rattenwiirfen zu Versuchen tiber Vitamin A ankommt, 
kann deshalb durch den Gehalt der Vorfiitterungskost an Pferdefleisch 
das Eintreten der Mangelerscheinungen sehr verzégert werden. 





























Zur Untersuchung der Eiweibkérper des Blutes. I. 


Ve m 
Hermann Hueck. 


(Aus der chirurgischen Universitatsklinik Rostock.) 
(Eingegangen am 28, Mdrz 1925.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Natives und defibriniertes Serum. 

Der Begriff des Blutserums galt bis vor kurzem als ein wohl- 
umschriebener. Das Serum wurde gewonnen teils als natives Serum 
nach spontanem Auspressen aus dem Blutkuchen nach erfolgter Ge- 
rinnung, teils aus dem defibrinierten Blute nach spontaner oder kiinst- 
licher Sedimentierung der Formelemente. Der eine Forscher nimmt 
die eine Form, der zweite die andere als Untersuchungsobjekt, und 
man findet nirgends einen Einwand dagegen, das diese Sera einfach 
identifiziert werden. Lampé erwahnt z. B. im Handbuch der biologischen 
Arbeitsmethoden bei den beiden Gewinnungsarten keinen Unterschied. 
Bei reafraktometrischen Messunyen, die an beiden Serumarten bei 
ein und derselben Blutentnahme gemacht wurden, finde ich aber Diffe- 
renzen im EiweiBgehalt, die zwar klein sind, aber in einer Reihe von 
Untersuchungen regelmabig wiederkehren. 

Es wurde aus der leicht und nur momentan gestauten Vena cubiti 
Blut mit der Straufschen Kaniile in mehreren Zentrifugiergliischen ge- 
wonnen. Einige wurden bei Zimmertemperatur stehengelassen, nach 
erfolgter Gerinnung nach etwa 1 Stunde das native Serum mit Pipette 
abgehoben, bei mittlerer Umdrehungszahl kurz — héchstens 5 Minuten — 
zentrifugiert, das klare Serum vom Erythrocytenrest am Grunde abgehoben 
und untersucht. Bei ein oder zwei der anderen Réhrehen wurde das Blut 
sogleich nach der Entnahme mit Glasstab vorsichtig so lange geschlagen, 
bis Fibringerinnsel, die jeweils vom Stabe abgewischt wurden, sich nicht 
mehr bildeten. Sodann Zentrifugierung, Abheberung des Serums, noch- 
malige kurze Bearbeitung in der Zentrifuge und Untersuchung. Zu stark 
geschlagenes Blut, das sich grob makroskopisch durch Hamolyse anzeigte, 
wurde nicht benutzt. Es wurde Wert darauf gelegt, daB die Einwirkung der 
Zentrifugierung auf beide Serumproben gleich lange stattfand. Auch 
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wurde aus spater noch zu erérternden Griinden die Reihenfolge in der 
Entnahmezeit variiert, die zur Defibrinierung benutzten Proben méglichst 
zwischen zwei als natives Serum untersuchte Proben gelegt. Um gréberen 
Wasserverlust durch Verdunstung zu verhindern, wurden die Réhrchen 
in einer Zahl von Fallen fest verkorkt gehalten, in einer anderen mit 
Paraffinum liquidum sofort nach der Blutentnahme iiberschichtet. Da die 
Temperatur auch die gleiche blieb, schienen mir grébere Fehler vermieden 
zu sein. Von jedem Serum wurden | bis 2 Tropfen in dem Pulfrichschen 
Eintauchrefraktometer untersucht, die Werte nach jeweils 10 Minuten 
abgelesen. Kritik und technische Einzelheiten dieses Apparats folgen 
welter unten. 

Das aus dem Blutkuchen ausgepreBte Serum wird kurz als Serum nativ., 
das durch Defibrinieren des Blutes gewonnene als Serum defibrin. bezeichnet. 





Tabelle I. 
Refraktometrische EiweiBbefunde bei nativem und defibriniertem Serum. 
Serum Serum Serum Serum Serum Serum 
nativ. defibrin. nativ. defibrin. nativ. defibrin. 


Eiweif in Proz. Eiweif in Proz. | EiweiSin Proz. Eiweifs in Proz. | Eiweif in Proz. Eiweif in Proz 


6.70 6.64 7.57 7,31 8.08 8.02 
6,98 6.85 7,74 7.70 8,58 8.49 
6,12 5.94 8.96 8,75 8,24 8,24 
7,63 7,42 7,50 757 7,24 7.05 
5.79 5,79 9.01 8.84 7.11 7,09 








Die Tabelle I zeigt, dap in dem iiberwiegenden Teile der untersuchten 
Fdlle die Refraktionswerte zwischen den beiden Serumarten differieren, 
und zwar zeigt das durch Defibrinieren gewonnene Serum durchweg niederere 
Werte als das native Serum. Die Differenz ist aber nicht die gleiche, 
sondern schwankt zwischen 0 und 0,26 Proz. Eiweib. Nur einmal 
erscheint das Serum defibrin. etwas konzentrierter als das nativ. 
Wodurch die Differenz zustande kommt, ist mit Sicherheit schwer zu 
entscheiden. Es wire méglich, dab beim Schlagen des Blutes mit dem 
Fibrinogen Teile der Globulinfraktion mitgerissen werden und zur Aus- 
fillung kommen, und zwar je nach dem Grade der Bewegung in steigen- 
dem Umfange. Es ist aber auch die Méglichkeit zu erwagen, dab durch 
den mechanischen Insult eine Verdinderung im Dispersitatsgrad zu- 
stande kame, die refraktometrisch Unterschiede anzeigt, bei einer der 
Fallungsmethoden aber doch gleichen EiweiBgehalt aufwiese. Die 
Lésung dieser noch offenen Frage bleibe weiteren Untersuchungen vor- 
behalten. Ob bei solchen Verinderungen Differenzen in der Kohlen- 
siurespannung eine Rolle spielen, ware auch zu diskutieren. 

Nach Ewald, Koranyi und Bence ist die CO, zwar ohne meSbaren 
Einflu8 auf die Viskositét und EiweiSkonzentration des Serums allein, 
jedoch soll die Einwirkung von CO, auf das Gesamtblut eine Quellung 


der Blutkérperchen hervorrufen (Hamburger, v. Limbeck) durch Aufnahme 
von Wasser und Anionen besonders Cl, vielleicht auch infolge Durehtritt 
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von EiweiBen durch die Blutkérperchenmembran. Auch Determany 
nimmt osmotische Wechselbeziehungen zwischen Blutkérperchen und 
Plasma an. Diese Befunde wurden neuerdings bestatigt und erweitert durch 
Mukai, Kloth. Meyer, Hasselbalch, Warburg. Letztere nehmen an, dab je 
nach dem Grad der CO,-Spannung die Wanderung der lonen zwischen 
Blutkérperchen und Serum in verschiedener Richtung verlaufen kénnen. 
v. Frey erklart durch diese CO,-Spannungsschwankungen manche Un- 
regelmaBigkeiten in den EiweiBbefunden, auf die weiter unten naher ein 
gegangen wird. Da8 eine natiirliche oder kiinstliche Erhéhung der CO, 
des Blutes die Untersuchungswerte beeinfluBt, ist seit langem bekannt. 
Wiener fand im Venenblut der Tiere einen gréBeren Anteil an Globulin 
als im arteriellen Blute. Bei Venenblut wurde refraktometrisch ein héherer 
EiweiBwert (nach Reiss 0,11 Proz., nach Alder 0,2 bis 0,3 Proz.) gefunden 
als im Kapillarblut. Nur langere Stauung soll den Wert wesentlich erhéhen 
(Béhme, Schwenker, v. Koranyi, Bence, Reise), doch soll die Viskositat 
gleichsinnig ansteigen (Alder), Viskosimetrisch wurde eine Erhéhung im 
Venenblut durch CO, infolge Stauung von vielen Untersuchern festgestellt 
(Frischberg, W. Miiller, F. Miiller, Bence, Determann, Kottmann, Bach- 
mann, Jorns, Adan, Trump, Hess, Kagan). Es wird daher von Frischberg 
arterielles Blut zur Untersuchung verlangt, von Hess, Kagan, Bogendérjer 
und Nonnenbruch u. a. arterialisiertes Kapillarblut. Da nach Reiss bei 
Vermeidung stirkerer Stauung die Unterschiede zwischen Venen- und 
Kapillarblut aber nicht wesentlich héher befunden wurden als bei Kapillar- 
blut bei verschiedenen Entnahmen, habe ich mich, zumal ich meistens 
gréBere Blutmengen brauchte, zur Venenpunktion entschlossen, dabei 
entweder auf die Stauung ganz verzichtet, oder, wenn sie notwendig war, 
auf ein Minimum reduziert. 


Nach obigem ist also der Gedanke naheliegend, dali durch das 
Schlagen des Blutes beim Defibrinieren infolge des linger anhaltenden 
Kontaktes der Blutkérperchen mit der Luft CO, aus den Erythrocyten 
entweicht und dadurch eine Entquellung eintritt, d. h. ein vermehrter 
Wasseraustritt aus den Blutkérperchen ins Blut, wodurch die relative 
EiweiBverminderung erklart ware. Welche von den drei Hypothesen 
zu Recht besteht, bleibe dahingestellt. Die Tatsache, dab einige Zahlen 
der beiden Sera iibereinstimmen, zeigt, dab bei vorsichtigster Behandlung 
auch gleiche Werte zu erzielen sind. Da aber dem Serum auberlich 
nicht anzusehen ist, ob beim Defibrinieren eine Eiweiliverminderung 
stattgefunden hat, habe ich es vorgezogen, im folgenden nur natives 
Serum zur Untersuchung zu benutzen. Aber auch beim nativen Serum 
allein zeigten sich bald Schwierigkeiten exakter Bewertung. 


Sehichtungen bei der Auspressung des nativen Serums, 


DaB sich Serum bei laingerem Stehen andert, ist bekannt. Nach 
24stiindigem Aufheben im Eisschrank habe ich oft Unterschiede bis 
zu einer Pulfricheinheit und dariiber erhalten, das sind iiber 0,2 Proz 
Eiweib, und zwar in dem Sinne, daf das gestandene Serum hoher kon- 
zentriert befunden wurde. Wenn das Serum mit dem Blutkuchen auf- 
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gehoben war, war die Lifferenz besonders auffjallend, was leicht durch 
die osmotischen Wechselwirkungen zwischen den Blutkérperchen und 
dem Serum zu erkliren ist. Es zeigte sich in diesen Fiillen bisweilen 
eine leichte Hamolyse. Aber auch das abgeheberte und so aufbewahrte 
Serum wies Konzentrationserhéhungen auf. Die Mdéglichkeit eines 
geringen Wasserverlustes ist trotz luftdichter Verkorkung nie ganz 
von der Hand zu weisen. War das Serum durch tiberschichtetes 
Paraffinum liquidum jeder Luftwirkung entzogen, wurden die Diffe- 
renzen geringer, waren aber doch oft noch nachweisbar. Es mul also 
mit der Méglichkeit physikalisch-chemischer Zustandsanderungen bei 
langerem Stehen gerechnet werden. Dafiir spricht, dab sich die gleich- 
zeitig einstellende ViskositaétserhGhung mittels Durchblasen von Luft 
fast bis zum Ausgangspunkt zuriickbringen laBt. Der Refraktionswert 
bleibt bei dieser Manipulation aber unverandert, steigt sogar meistens 
noch. Ob letzteres nur durch Wasserverlust oder auch durch Zustands- 
ainderungen bedingt ist, bleibe dahingestellt. Meines Erachtens spielt 
die CO,-Adsorption bei diesen Veranderungen eine groBe Rolle. 

P. Lecomte du Nouy (referiert nach Pincussen) konnte mit Hilfe des 
von ihm angegebenen Tensiometers feststellen, da®B die Oberflichen- 
spannung bei Aussetzung des Serums an die Luft sich sehr schnell erniedrigt. 
Schiittelt oder riihrt man das Serum nach Eintritt der Erniedrigung um, 
so steigt die Spannung wieder an. Es erscheint mir nicht unmdglich, daB 
diese Beobachtung mit der meinen einen gewissen Parallelismus aufweist. 


Die Tatsache, daB auch beim Abstehenlassen vom Morgen bis 
zum Nachmittag deutliche Konzentrationsinderungen  feststellbar 
waren — bei dem auf dem Cruor abstehenden Serum bis zu 0.7, bei 
dem rein aufbewahrten Serum bis zu 0,3 Pulfricheinheiten —, zwangen 
mich zu der Versuchsanordnung, das in den ersten 2 Stunden nach 
de: Entnahme gewonnene Serum stets in den Vormittagsstunden noch 
zu verarbeiten, dazu aber sowohl das Blut nach der Entnahme, wie 
das Serum nach erfolgter Abheberung sofort mit Paraffinum liquidum 
zu tiberschichten. Dieser letzte Modus, der auch von Leendertz, v. Frey, 
Starlinger u. a. geiibt wird, scheint mit die exaktesten Werte zu geben. 


Es waren jedoch auch Konzentrationsdifferenzen nachzuweisen in 
den verschiedenen Schichten von Seren, die einige Stunden oder gar Tage 
auf Blutkuchen abgestanden hatten. Ich habe in der Literatur keine 
Angaben iiber dieses Phinomen gefunden. Rusznyak nimmt zwar an, 
daB die EiweiBkérper im Serum zum groben Teil molekular gelést 
seien, die verbreitetste Anschauung rechnet aber wohl mit der Ver- 
teilung der EiweiBe als hydrophile Kolloide im Serum, die allerdings 
in vielen grundlegenden Eigenschaften den echten molekularen Losungen 
niher stehen als den Suspensionskolloiden (Héber). Es war so von 
vornherein die Notwendigkeit einer Schichtung nicht zu _bejahen, 














EiweiBkérper des Blutes. I. 93 


denn echte Lésungen halten sich meines Wissens nicht langere Zeit 
in verschiedenen Konzentrationsschichten. Die erhobenen Befunde 
bestitigen aber beim Serum die Moéglichkeit. 

Botazzi berichtet von Experimenten, bei denen mittels Gefrieren von 
Serum und darauf folgendem langsamen Auftauen ein Konzentrations- 
unterschied der Kolloide herbeigefiihrt wurde. Auch hier zeigten sich die 
unteren Schichten von héherer Eiwei®konzentration und gréBerer Viskositat 
als die obere Schicht. Der Beweis wurde erbracht durch Stickstoffbestim- 
mungen der aus den verschiedenen Schichten entnommenen Proben. 
Abderhalden berichtet, daB die verschiedenen Schichten der Blutkérperchen- 
siule beim wiederholten Zentrifugieren ein verschiedenes Verhalten zeigen 
und beibehalten. Er schlie8t daraus, daB sie nach ihrem chemisch-physi- 
kalischen Verhalten nicht einheitlich zu sein scheinen. Sollten dabei nicht 
Konzentrationsschichtungen des Suspensionsmittels auch eine Rolle spielen, 
die erst sekundiar die Oberflache der Erythrocyten umstimmen ? 

Wenn also unter kiinstlicher Einwirkung eine Absetzung des 
Serums in verschiedenen Konzentrationsgraden vorkommt, kann die 
theoretische Méglichkeit nicht von der Hand gewiesen werden, dal 
bei der spontanen Serumauspressung gleichfalls eine Schichtung in 
Stufen erfolgt, wenn die Auspressungsphasen in verschiedener Kon- 
zentration erfolgen sollten. In der Tat fand ich bei langerem Stehen 
des geronnenen Blutes fast regelmaBig die oberste Lage des nativen 
Serums oberhalb des Blutkuchens von geringerem Eiweibgehalt (0,2 
bis 0.5 Pulfricheinheiten) als die tieferen Schichten oder das nachher 
abzentrifugierte Gemisch. Hat sich aber einmal eine Schichtung voll- 
zogen — sei es spontan, sei es artefiziell —, so ist bei der sehr langsamen 
Diffusionsfihigkeit der EiweiBstoffe anzunehmen, dab sich der Zustand 
verhaltnismaBig hartnickig halten wird. Es sei hier also die Notwendig- 
keit der dem Chemiker oder Physiologen sicher geliufigen MaBnahme 
unterstrichen, jedes Serum, besonders das lingér auf dem Blutkuchen 
abgestandene, einer griindlichen Durchmischung zu unterziehen, ehe 
man so kleine Mengen, wie man sie fiir Refraktion oder Viskositats- 
messungen braucht, mit der Pipette entnimmt. 

Diese Beobachtungen veranlaBten mich, das Serum in den ver- 
schiedensten Auspressungsphasen zu untersuchen. 


In ein hohes Reagenzglas lieB ich Blut aus der Armvene einflieBen. 
Darauf sofortige UCherschichtung mit Paraffinum liquidum. Nach erfolgter 


Gerinnung wurde in verschiedenen Zeitabstanden nach 30, 50, 70 Mi- 
nuten usw. — das Serum unter dem Paraffin bis zum Blutkuchen ab- 


gehebert, in kleine verkorkte Réhrchen gebracht und kurz zentrifugiert. 
Viskosimetrisch zeigten sich keine oder nur sehr inkonstante Differenzen, 
in seltenen Fallen immerhin bis zu 0,05 Skalenteilen des Hessschen Apparats. 
Die refraktometrischen Befunde sind in Tabelle I] wiedergegeben. Zur 
Kontrolle wurden die Proben zum Teil noch im Interferometer untersucht. 
Auf die genaue Technik des Apparats gehe ich hier nicht ein, sondern ver- 


weise auf die Arbeiten von Hirsch und Léwe. Es sei nur kurz erwahnt, dai 
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auch durch das Interferometer die optische Dichtigkeit einer Substanz 
bestimmt wird. 

Es wurde die Interferenz gegen Aqua dest. bestimmt, das bei Ver- 
dunstung seinen Wert nicht verindert. Dabei war bei dem mir zur Ver- 
fiigung stehenden Apparat nur die 1-mm-Kammer zu benutzen. Bei der 
5-mm-Kammer wiirden die Unterschiede fiinfmal so hoch ausfallen, aber 
beim Vergleich mit Aqua dest. langte dazu die Trommelskala nicht aus. 
Die beim Versuch 1, 2, 3 und 5 in der Tabetle II in zweiter Reithe regi- 
strierten Zahlen geben die Interferenzwerte gegen Aqua dest. an. Der 
Nullpunkt des Apparats liegt bei 116 Trommelteilen. 

DaB der Parallelismus zwischen Refraktion- und Interferometerwert 
in jeder einzelnen Reihe nicht ganz streng ist, darf nicht wundernehmen, 
da einmal mit einem gewissen kleinen Ablesefehler bei beiden Apparaten 
zu rechnen ist, zum anderen lag zwischen den Untersuchungen am einen und 
anderen Apparat gewoéhnlich ein Abstand von einigen Stunden, der, wie 
erwahnt, gewisse kleine Konzentrationsschwankungen bedingt. Jedoch 
sind die Veranderungen zwischen Entnahme und 5 Stunden einerseits, 
und 9 bis 24 Stunden andererseits bei beiden MeBmethoden ganz gleich- 
laufend. Die Tatsache, daB beim Vergleich der einzelnen Reihen unter- 
einander die Interferometerwerte der ersten Reihe in ihrer Héhe aus der 
erwarteten Zahlenfolge herausspringen — sie erscheinen wesentlich zu hoch —, 
ist mir nicht recht erklarlich. Vermutlich ist mir ein Ablesefehler bei Be- 
stimmung der Grundzahl unterlaufen, wodurch der Vergleichswert der 
Reihe in sich aber nicht beeintrachtigt wird *). 








Tabelle 11. 
Konzentrationsdifferenzen in den verschiedenen Auspressungsphasen des 
Serums. 
Serum nat. 1 2 3 4 5 6 
ausgepreBt - - ————————————EE — 
nach Refr Int. Retr. Int. Retr. Int. Refr. Int. Refr. Int. Retr. Int. 
30Min. D9 — — — — . §22 95 — — 
50 .. 50.9 1236 54.7 1019 59.0 1427 598 — 52.2 956 577 — 
: oe 508 1233 546 1017 — — 599 — 5622 97 577 — 
2 Std. 506 1231 54.6 1017 59.1 1427 598 — 523 957 578 — 
. «= 50.7 1229.5 54.7 1019 593 1428 59.7 — |524 958 579 — 
i ae 5OS8 1231 54.8 1018 — — 596 — 524 959 585 — 
Ds ae 51,1 1238 55,1 1024 59.7 1439 60.1 — 526 964 592 — 
— 515 1245.5 °555 1033 — — 62 — 528 975 5387 — 


Aus der Tabelle II geht deutlich hervor, dap sich das ausgeprepte 
Serum in den einzelnen Phasen nicht gleichmapig verhalt. In zwei Fallen 
tritt wihrend der ersten 4 bis 5 Stunden eine geringe Konzentrations- 


1) DaB es sich bei diesen interferometrischen Messungen nicht um 
EiweiBbestimmungen handelt, ist selbstversténdlich. Die von P. Hirsch 
ausgearbeitete EiweiSbestimmungsmethode durch das _ Interferometer 
wurde nicht angewandt. Es sollte bei obigem Verfahren nur mit anderer 
Methode nachgepriift werden, ob die refraktometrisch gefundenen Kon- 
zentrationsdifferenzen tatsichlich als soleche aufrecht zu erhalten seien. 
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erniedrigung ein, in drei Fallen schon hier eine Erhéhung, in .inem 
Falle bleibt es ziemlich gleich konzentriert. Zwischen der fiinften und 
neunten Stunde ist aber eine Konzentrationserhéhung gleichmabig 
vorhanden (0,2 bis 0,7 Pulfricheinheiten), die bis zum nachsten Tage 
eine weitere Erhéhung (0,1 bis 0,5 Einheiten) aufweist. Da diese Sera 
simtlich unter ParaffinverschluB standen, ist eine namhafte Ver- 
dunstung oder sonstige Lufteinwirkung auszuschlieBen. Es miissen also 
wohl die osmotischen Beziehungen zwischen Erythrocyten und Serum eine 
Rolle spielen, die je nach der Lebensfaihigkeit der Blutkérperchen im 
Cruor (O-Verbrauch und C O,-Ausscheidung) sowohl inden einzelnen Seren 
wie auch in den einzelnen Auspressungsphasen differieren. Ubrigens 
mag auch der sehr komplexe Vorgang der Gerinnung je nach Fibrinogen. 
gehalt einen verschiedenartigen EinfluB auf die Serumkonzentration 
austiben. Auch kolloidale Zustandsanderungen kénnen in Frage 
kommen, tiber die weiter unten noch zu sprechen sein wird. Wie dem 
auch sei, wir miissen im folgenden mit dieser Tatsache der verschiedenen 
Konzentration in den einzelnen Auspressungsstadien rechnen. 


Vollblutserum und Plasmaserum., 


DaB Serum und Serum qualitativ nicht gleichzusetzen ist, ist 
neuerdings in besonderem Zusammenhang von Leendertz betont worden. 
Er fand, dali das durch Gerinnung des Gesamtblutes gewonnene Serum 
um 0,17 bis 0,54 Proz. (im Mittel 0,27 Proz.) in seinem Eiweibgehalt 
geringer sei als das durch Gerinnung reinen Plasmas gewonnene Serum. 
Auf Grund dieses Befundes behauptet er, seien alle bisherigen Fibrinogen- 
bestimmungen, die sich auf eine Differenzberechnung zwischen Eiweib- 
gehalt des Plasmas und dem des nativen Serums aufbauten (Winternitz 
und andere), falsch, d. h. sie lieferten zu hohe Fibrinogenwerte, da der 
Serumwert als zu tief angenommen wiirde. Er baut auf dieser Folgerung 
eine neue Methode der Fibrinogenbestimmung auf, auf die ich weiter 
unten noch zuriickzukommen habe. Leendertz erklart seine Befunde 
durch die Annahme, da8 wahrend der Blutgerinnung aus den Blut- 
kérperchen nicht-eiweibhaltige Fliissigkeit (im Mittel 3,13 Vol.-Proz. 
des Serums) ausgepreBt wiirden. 

Demgegeniiber fand Starlinger bei 48 Untersuchungen 22mal den 
EiweiBwert des Plasmaserums (P. 8.) > als den des Vollblutseruns (V. B. 8.), 
l4mal dagegen das P.S.< V.B.S. Doch ergab auch in ersteren Fallen 
eine Messung des Restserums (V. B. 8. nach Abheberung der ersten Serum- 
probe, bezeichnet als V. B.S. R.) niemals geringere EiweiBwerte als beim 
P. S., oft sogar héhere. Er schlieBt daraus, daB der Wassersalzeinstrom, 
den er auch fiir die Differenzen verantwortlich macht, ,,nicht immer nach 
einer Richtung erfolgt, also kaum seine Bedingungen in einer mechanischen 
Auspressung der Erythrocyten allein findet, sondern nach beiden Seiten 
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sich wenden kann, entsprechend der jeweiligen Stérung des Gleichgewichts 
der Verhaltnisse, die wir als Regulatoren osmotischer Vorgiange kennen*. 
In seiner neuesten Verdéffentlichung halt er diese Konzentrationserschei- 
nungen der einzelnen Blutkomponenten fiir weniger wahrscheinlich, zieht 
vielmehr qualitative Strukturveriinderungen der Eiwei8kérper mit kon- 
sekutiver Verschiebung der spezifischen Refraktion als eher méglich in 
Betracht. 

Ganz gleiche Befunde wie Starlinger erhebt v. Frey, also auch Diffe- 
renzen im EjiweiBwert, aber ganz regellos nach beiden Richtungen. Er 
macht die einwirkende CO,-Spannung der Luft dafiir verantwortlich, die 
er dadurch ausschaltet, daB er mittels eines paraffinierten Schlauches das 
aus der paraffinierten Kaniile strémende Blut gleich unter Paraffinum 
liquidum auffangt. Bei dieser Technik bekam er ganz gleichen Eiweib- 
wert bei P.S. und bei V. B.S. Die Entgegnungen von Leendertz und 
Gromelsky richten sich gegen angebliche technische Fehler der beiden 
vorigen Autoren. 


Diese Streitfrage schien mir einer Nachpriifung wert. Die oben 
erwahnte Tatsache, daB sich in der ersten Auspressungsphase ein geringer 
konzentriertes Serum fand als in spiteren, schien mir zuerst die Richtig- 
keit der Leendertzschen Befunde als méglich erscheinen. Doch zeigten 
bald weitere Untersuchungen, daB sich seine Befunde nicht mit den 
meinen deckten. Unter Beriicksichtigung meiner gewonnenen Er- 
fahrungen ging ich unter mdéglichst exakter Versuchsanordnung an 
das Problem heran, mich genau an die Leendertzsche Technik haltend, 
sie nur in Einzelheiten noch erweiternd. 


Die Versuchsweise sei kurz beschrieben. Venenpunktion mit dicker 
StrauBscher Nadel, die innen mit diinner fester Paraffinschicht tiberzogen 
war. Kurze Stauung lieB sich leider meist nicht vermeiden, dann unbenutzt 
AbflieBenlassen von 20 ccm Blut. Jetzt Unterschieben von fiinf Zentrifugier- 
glaschen, von denen stets II und IV mit Paraffinschicht iiberzogen waren, 
so daB das spiiter gewonnene Plasmaserum in der Zeit der Entnahme von 
nativem Serum eingerahmt war. Die Glaschen, die der Reihe nach als 
I bis V_ bezeichnet waren, wurden alle sofort mit Paraffinum liquidum 
iiberschichtet. Ein Versuch nach v. Frey, das Blut mittels paraffinierten 
Schlauchen sofort unter Paraffin zu leiten, ergab ganz gleiche Werte wie die 
iibrigen Versuche, so daB diese Komplizierung als unnétig wieder fallen 
gelassen wurde. Glischen IIT und IV wurden sofort etwa 5 Minuten in 
mittlerer Umdrehungszahl zentrifugiert, das abgesetzte Plasma mit 
paraffinierter Pipette abgehebert und in frische Glaschen gebracht. Nach 
sofortigem Uberschichten mit Paraffin spontanes Gerinnenlassen des 
Plasmas. Innerhalb der ersten 3 Stunden war in allen Réhrchen reichlich 
Serum ausgepreBt, so daB nach Ablauf von 3 Stunden alle fiinf Proben 
refraktometrisch untersucht waren. In den Mittagsstunden, also etwa 
5 Stunden nach der Entnahme nochmalige Abheberung des Restserums 
von Glaschen I, IIT und V; bei einigen wurde abends, also nach 9 bis 
11 Stunden, ein zweites Restserum zur Refraktion gewonnen. Die 
Tabelle III zeigt die Zusammenstellung einiger Untersuchungsreihen. 
In der letzten Reihe sind in Klammern die Zahlen der interferometrischen 
Kontrollmessung beigefiigt, die die GesetzmaiBigkeit der Reihe bestatigen. 
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Tabelle 111. 


Refraktometrische Untersuchungen von Vollblutserum (V. B.S.) und 
Plasmaserum (P. 5.). 





Ule. manus Ca. labii Ule. Ule. Osteos Ue. Ca. 


Serumprobe ventr. crur. myei.| ventr. ventr snag 
erom 
vorm. nachm. vorm. nachm. vorm. vorm. vorm. | vorm. vorm. 
] 
V. B.S. 58.2 585 562 562 573 53.6 56,7 | 62.0 546 (1017) 
Il 
P. 8. 58,3 585 565 — 574) 53,7 58.9) 61.4 547 | (1020) 
itl 
V.B.8. 58.4 586 566 564 575 54,1 57,7 | 612 548 | (1022) 
IV 
P. &. 58.5 58,7 566 — 57.5 53.8 59.1 61.3 54.9 (1026) 
V. B.S. 58.6 588 565 565 57,7 54,1 58,1 | 614) 55,1 (1029) 


V.B.5 R, 1 58,8 589 55,8 55.9 57,4 539 58,7 61,7 545 (1018) 
Vil 

V. B.S. R, TL 59,0 588 564 563 578 540 593) 615 546 (1020) 
Vil 


a8) 
V.B.8.R,V 59,1 588 57,1 563 58,1 542 59,1) 61,3 55,0 (1024) 


- nachm 
V. B.S. R,1 — | 50,0 43 — — | 591) - — 
X 
V.B.8.R, 11 — 595 — 367 - —- ie ‘ai : 
XI 
V.B.8.R, V — 592 — 568 > — ae FROST ad = 
XII 
P.8.R. II - —_ - §6,7 — 596 — 
XI 
P.S.R.1V — — 566 _— — 59.3 — = 


V.B.S.R,; bedeutet die 2. Abheberung des Serumres*es vom Vollblut nach 5 Stunden, V.B.S. Ky 
die 3. Abheberung vom 2. Rest des gleichen Blutkuchens nach 9—11 Stunden. P.S. R. zeigt die 
Restabheberung vom geronnenen Plasma an. Die Nachmittagsmessung wurde am gleichen Serum, 
das vormittags abgehebert war, vorgenommen. 


Aus der Tabelle ILI ist sehr vieles herauszulesen, zunachst einmal, 
dai kaum eine Blutprobe mit der nichsten gleichen EiweiBwert auf- 
weist (Ahnliche Beobachtungen von P. Hirsch u.a.), so daB man wohl 
zu dem SchluB berechtigt ist, daB zwei auch dicht hintereinander 
entnommene Blutproben so weit in ihrem Konzentrationsgrad differieren, 
dai man lediglich aus groben Differenzen Riickschliisse ziehen darf 
Trotz aller Unterschiede weisen die Reihen aber eine grobe Gesetz- 
maBigkeit auf. Meistens zeigen die fiinf Proben eine aufsteigende 
Konzentration, minimal schwankend um 0,3, maximal um 1,4 Pulfrich- 
einheiten. In der vorletzten Reihe geht der Wert bis zur dritten Probe 
zuriick, um dann wieder anzusteigen. Die Plasmaserumwerte fiigen 
sich mit iiberraschender Genauigkeit in die Reihen ein. Das einzige 
Mal. wo sie im Leendertzschen Sinne aus der Reihe herausfallen, das 
ist in der drittletzten Reihe, fiigen sie sich beim ersten wie beim zweiten 
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testserum wieder exakt in die Reihe ein. Es ist daraus zu schlieBen, 
dali hier bei der ersten Abheberung des Vollblutserums gerade eine 
besonders gering konzentrierte Phase getroffen ist. Ubrigens zeigt 
das auf dem Fibringerinnsel restlich verbliebene Plasmaserum (XII 
und XIII) am Nachmittag auch eine Konzentrationserhéhung gegen- 
iiber der Abheberung des Morgens. Daf in den einzelnen Reihen das 
eine Mal das erste Restserum héher, das andere Mal tiefer konzentriert 
erscheint als die erste Abheberung, kann uns nach den erworbenen 
Erfahrungen iiber die verschiedenen Auspressungsphasen nicht mehr 
wundernehmen. Das zweite Restserum des Nachmittags ist parallel- 
gehend mit den friiheren Befunden stets konzentrierter als das zuerst 
nach der Entnahme untersuchte. 

Aus allem geht hervor, dap die Leendertzschen Befunde iiber ein 
hoher konzentriertes Plasmaserum in keiner Weise ihre Bestdtiqgung 
finden. Meine Ergebnisse schlieBen sich also ganz den Befunden von 
Starlinger und von v. Frey an, zeigen nur keine willkiirlichen Schwan- 
kungen, sondern eine gute GesetzmaBigkeit. Wodurch die meist an- 
steigende Konzentration in den Reihen zustande kommt, ist nicht 
klar zu ersehen. Wahrscheinlich spielt der abnehmende Gehalt an 
CO, bei noch so geringer vorhergehender Stauung eine Rolle. Méglich 
erscheint aber auch, daB nervése Einfliisse auf dem Wege des Sym- 
pathicus einen EinfluB haben: Schmerzempfindung beim Einstich 
der dicken Kaniile, Nachlassen der Erregung beim sicheren Abstrémen 
des Blutes, Wechsel in der GefaBweite, Anderung des Strémungs- 
widerstandes usw. Es spielt in dem Augenblick der Blutentnahme 
sicherlich eine uniibersehbare Kette von Einfliissen eine Rolle. die 
auch Kappis und Gerlach kiirzlich bei wechselnden Leucocytenzahlen 
zur Erklarung heranziehen. 


Serumlabilitat. 

Epenso schwierig a1 deuten wie diese Konzentrationsdifferenzen 
bei den einzelnen Proben der Entnahme sind die Veranderungen des 
von der Luft abgeschlossenen Serums, tiber die oben schon gesprochen 
wurde. Es mu bei diesen letzteren Refraktionsinderungen der Ge- 
danke von Starlinger u. a. von einer qualitativen Strukturveranderung 
der SerumeiweiBkérper mit ins Auge gefaBbt werden. Es sei hier ein 
Wort W.Freys zitiert: ,,Jeder, der mit Serum experimentiert hat, 
weiB, welch ein labiles Gebilde er unter den Handen hat*. Die Labilitat 
von BluteiweiB wird von Hirschfeld und Klinger definiert als ..die 
Fahigkeit, den Dispersitatsgrad zu andern™. 


Die BluteiweiBe zerfallen bekanntlich in mehrere durch verschiedene 
Verfahren voneinander zu trennende Arten, die man hauptsachlich ihrem 
Salzfallungsvermégen nach in die drei Hauptgruppen der Albumine, der 
Globuline und des Fibrinogens zusammenfaBt. Die Albumine sollen nach 
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Reiss normalerweise etwa 20 bis 40 Proz., die Globuline etwa 60 bis 80 Proz. 
des GesamteiweiBes ausmachen. Das Fibrinogen wird beim Gesunden auf 
0,45 bis 0,46 (Winternitz, Ndgeli) berechnet. Die Befunde anderer Autoren 
stimmen im groBen und ganzen damit tiberein. 


Von diesen EiweiBen wird das Fibrinogen allgemein als das labilste 
angesehen — es fallt bekanntlich schon nach kurzem Verweilen auBerhalb 
des GefaiBgebietes als Fibrin aus. Von den beiden anderen gilt das Globulin 
wieder fiir labiler als das Albumin. Bei pathologischen Prozessen, auf die 
spater genau eingegangen wird, wissen wir, daB zu gewissen Zeiten im Blute 
eine starke Vermehrung der Globuline und des Fibrinogens und eine Ver- 
minderung der Albumine sich findet, zu anderen Zeiten sol] das Verhaltnis 
umgekehrt sein (Berger). Die Frage, wie diese Verschiebung der Eiweib- 
traktionen zustande kommt, ist noch ganzlich unbekannt. Die oben skizzierte 
Auffassung, da die EiweiBe in Form von bydrophilen Kolloiden in dem 
Suspensionsmittel des Plasmas aufgeteilt sind, ist wohl die vorherrschende. 
Umstritten ist aber schon die Frage, ob diese EiweiBkérper als chemische 
Individualitaten streng voneinander zu trennen oder Modifikationen ein 
und desselben EiweiSkérpers sind. 

Die meisten alteren Autoren stehen wohl auf dem Standpunkt einer 
strikten Unterscheidung jedes EiweiBkérpers, auch wenn sein genauer 
Aufbau nicht bekannt ist. Viele nehmen aber die Méglichkeit einer Uber- 
fiihrung des einen in den anderen an. Hammarsten, Rohrer, Rusznyak 
glauben aber, daB sie stets noch dureh ihr chemisch-physikalisches Ver- 
halten (Léslichkeit, Fallbarkeit, Refraktion, Viskositat) gut charakterisiert 
sind. Ruszezynski meint aus aufgestellten Kurven, die aus EiweiSfallungen 
bei langsam steigendem Ammonsulfatzusatz hergeleitet sind, neben den 
Hauptfraktionen Zwischenglieder annehmen zu miissen, ,,deren Zugehdérig- 
keit zwar durch Konvention definiert, aber nicht aus ihrer Natur heraus 
zwingend gefordert werden kann“. Auch Starlinger nimmt Ubergange 
zwischen den einzelnen Eiwei®Bfraktionen an. Starke glaubt durch Hitze- 
koagulation bei 75 bis 85°C aus Albumin koaguliertes Globulin hergestellt 
zu haben. Moll will aus salzfreiem, kristallisiertem Albumin nach vorheriger 
Alkalisierung mit Soda bei einstiindiger Hitzewirkung von 60° zuerst die 
Bildung von Pseudoglobulin, dann von Euglobulin gesehen haben. Die 
Befunde werden von Rusznyak bestatigt und dahin erweitert, daB durch 
Erhitzung auf 42° un@ verdiinnte Laugen Globuline in Albumin iiber: 
gefiihrt werden kinnen, bei hGherer Temperatul dagegen durch konzentrierte 
Laugen, Sauren, Alkohol und andere Mitte] umgekehrt Albumine in Globulin. 
Ruppel und Mitarbeiter berichten iiber die Umwandlung von Albumin in 
Euglobulin beim Lagern salzhaltiger Albuminlésungen. Eine fast quanti- 
tative Uberfiihrung erreichten sie bei Kochsalz oder Ammonsulfatzusatz 
(2 bis 3 Proz.) unter Einwirkung des elektrischen Stromes. Gutzeit hat 
beobachtet, daB sogar ohne Temperatureinfliisse oder sonstige eingreifende 
MaBnahmen Albuminlésungen bei langerem Stehen wahrend des Dialy- 
sierens sich spontan in Globulin umwandeln kénnen, Auch von Joachim 
und Vo wurden solche Umwandlungen in vitro beschrieben.  (Gestiitzt 
von Hurwitz und Meyer.) Die Reagenzglasversuche sind zum Teil nicht 
unwidersprochen geblieben (Hammarsten, Gibson, Pauli). AuBerdem sind 
die Bedingungen bei Uberfiihrung unter starker Hitzeeinwirkung kaum 
auf den Zustand des Lebenden iibertragbar (Berger). Letzterer nimmt 
bei pathologischen Prozessen eine Vermehrung dereinzelnen EiweiBfraktionen 
unabhangig voneinander an und deutet sie als zellulare Phanomene. Als 


7* 
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extreme Vertreter des Gegenpols stellen Herzfeld und Klinger die Behauptung 
auf, daB die durch Fiallung, Dialyse usw, trennbaren BluteiweiBkérper 
keine chemischen Individualitaten seien, sondern eine zusammenhiaingende 
Reihe von verschiedenem Dispersitatsgrad bildeten, deren einzelne Glieder 
schon in vivo ineinander tibergingen. Diese Evolution beginne gesetz- 
mabig bei den niedrigst dispersen Teilchen der Fibrinogenstufe und fiihre 
iiber die Globuline und Albumine zu nicht mehr koagulierbaren K6érpern. 
Die Uberfiihrung von einer Dispersitatsstufe in die andere sei abhangig 
von dem Grad der Adsorptionsfahigkeit der kolloidalen Teilchen einerseits 

wiederum abhangig von dem Grad der gelésten Abbauprodukte an der 
Oberflache der Teilchen — und dem Angebot an zellularen Abbauprodukten 
(Albumosen, Peptiden usw.) andererseits. Bei Uberschreitung eines ge- 
wissen Grades an Adsorption dieser Stoffe soll eine Zerteilung der Kérperchen 
vor sich gehen, also ein Ubergang in einen héheren Dispersitaétsgrad. Das 
Fibrinogen soll die ,,empfanglichste** Obertlache haben, weil es primar mit 
wenig Abbauprodukten beladen ist, weniger gut soll das Globulin adsorbieren, 
am schlechtesten das Albumin. Im GefaiBsystem sei nie ein Gleichgewicht, 
es herrsche ein fortwihrendes Strémen, eine Bewegung aller Stufen in dec 
Richtung auf die durch das Nierenfilter dialysierbaren niederen Bausteine 
des nicht mehr koagulablen EiweiBes. Diese Evolution gehe verschieden 
schnell vonstatten, je nach dem Grade der Abbauvorginge (etwa beim 
Fieber) schneller. Die Theorie wird durch verschiedenste Experimente, 
die den Ubergang von Fibrinogen in Globulin und von Globulin in Albumin 
erharten sollen, zu stiitzen versucht, 

Ohne zu den divergierenden Auffassungen hier Stellung zu nehmen, 
soll dieser Exkurs nur dartun, dafi man bei den von mir gefundenen 
Differenzen im Eiweibgehalt des Serums wahrend der verschiedenen 
Auspressungsphasen wie vor und nach lingerem Abstehen auch an 
eine chemisch-physikalische Zustandsinderung, d. h. eine Anderung 
des Dispersitiitsgrades denken muh, vorausgesetzt, dab diese Auf- 
fassungen sich auf die Dauer behaupten kénnen. Noch schwieriger 
werden die Verhaltnisse zu deuten, wenn man zu bestimmten Zwecken 
dem Blute Salze zusetzt. Das geschieht in der Hauptsache, um das 
Blut ungerinnbar zu machen. Vor dem Kriege war das Hirudin 
ein Extrakt aus Blategelképfen das souverine Mittel. das in den 
minimalen Dosen seiner Verwendung chemisch und physikalisch an- 
geblich keine Blutverinderungen verursachte (Starlinger). Da es leider 
nach dem Kriege nicht mehr hergestellt wird und auch Bemithungen 
im Ausland vergeblich waren, ist man auf alle méglichen Ersatzmittel 
angewiesen, die alle mehr oder weniger schwere Verinderungen im 
Blute hervorrufen. Dadurch ist eine exakte Plasmauntersuchung. 
unter anderem auch eine genaue Fibrinogenbestimmung sehr erschwert. 


Neuerdings ist von der Firma Wei8 in Wien, Wipplingerstr. 33, ein 
Melaninsaurepraparat als Ersatzmittel fiir Hirudin herausgebracht worden, 
das Novirudin (s. Adler und Wiechowsky), das als Substanz in Gliaschen 
zu lg, wie auch fiir den Tierversuch in lproz. Lésung empfohlen wird. 
Es ist ein schwarzes Pulver, das nur partiell in Wasser und im Serum léslich 
ist unter starker Braunfarbung der Fliissigkeiten. Die angegebene Dosis 
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von 0,1 Proz. in Substanz zum Blut zugesetzt, verhindert in der Tat die 
Gerinnung. Auch ist die Einwirkung auf die Viskositat verhiltnismaBig 
gering: bei 0,166proz. wiisseriger Lésung, die bei Annahme von 60 Vol.- 
Teilen Serum im Blute ungefahr der Konzentrationshéhe bei 0,1 Proz. 
Zusatz zum Gesamitblut entspriche, war die Viskositatssteigerung 1,04 
gegeniiber 1 Wasser. Leider ist aber die intensive Braunfairbung im 
Wasser wie im Serum auch nach langerem Zentrifugieren bei der Refraktion 
so stérend, daB genaue Ablesungen im Refraktometer unméglich sind, 
so daB sich das Pritparat fiir meine Untersuchungen als unbrauchbar erwies 





Refraktometer und Viskosimeter. 


Ehe ich mich den folgenden Versuchen zuwende, muB ich kurz 
auf die verwendeten Apparate und ihre Technik eingehen. 

Neben dem mehrfach erwaihnten Pulfrichschen Eintauchrefrakto- 
meter wurde das Viskosimeter von Hess benutzt, aus den Resultaten 
der beiden Apparate die Albumin-Globulinwerte nach der Rohrerschen 
Tabelle berechnet. Der Hesssche Viskosititsmesser ist nach den 
meisten Literaturangaben als der zuverlassigste angesehen und mubte 
schon deshalb benutzt werden, weil sich die Albumin-Globulinberechnung 
auf seinen Zahlen aufbaut. Auf die anderen Viskositatsapparate kann 
ich hier nicht eingehen, zur kurzen Orientierung verweise ich auf 
Fr. Miller im Handbuch der biologischen Arbeitsmethoden. 


Das Hesssche Viskosimeter mi®t in zwei diinnen Glasréhren die innere 
Reibung der zu untersuchenden Fliissigkeit im Vergleich zu der des Wassers. 
Die gefundenen Zahlen driicken die Skalenteile aus, bis zu denen das Wasser 
gelaufen ist, wenn das Serum das zweite Rohr bis zur Marke 1 durchlaufen 
hat. Man bestimmt so nicht die absolute, sondern eine relative innere 
Reibung. Da die Blutsalze auf die innere Reibung nach Hess ohne Ein- 
fluB sind, so ist der viskosimetrische Serumwert so gut wie ganz vom Ei- 
weibgehalt abhangig und kann fiir diesen als wichtiger indirekter Anhalts- 
punkt dienen (Ndgel?). 

Dem Apparat liegt das Poiseuillesche Gesetz zugrunde, welches kurz 
aussagt, daB dei gleichem Druck, gleicher Kapillarweite, gleicher Zeit die 
innere Reibung nur noch abhingt vom Reibungskoeffizienten der Fliissig- 
keit, die im umgekehrten Verhaltnis zur durchlaufenen Linge der Kapillare 
steht. Da die Reibung zwischen den Fliissigkeitsteilchen gemessen werden 
soll, nicht die Reibung zwischen Fliissigkeit und Glaswand, ist zu fordern, 
daB nie die erste Messung, also bei trockener Kapillare notiert wird, sondern 
erst von der zweiten Messung an (Reif, Rohrer), auch soll bei dem ersten 
Durchtreten des Serums durch die MeBkapillare eine teilweise Zertriimmerung 
von Kolloidstruktur stattfinden (Schibiqg). Ich habe stets drei bis sechs 
Messungen vorgenommen und davon den Mittelwert genommen. Der 
wihrend des Nichtgebrauches in der Kapillare nach Vorschrift weilende 
Ammoniak wurde vor dem Gebrauch natiirlich ausgeblasen. Kleine zuriick- 
bleibende Ammoniakreste sollen nach Mayesima und Kagan keine Fehler- 
quelle bedeuten. Ich konnte mich oft vom Gegenteil tiberzeugen und habe 
darum stets die erste Serumprobe entfernt und erst die zweite zur Messung 
benutzt. Temperaturschwankungen veriindern den Wert, und zwar bei 
Vollblut nach Hess um 0,8 Proz. des Wertes pro 1° C, bei Serum weniger. 
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Bei der iiblichen Zimmertemperatur zwischen 17 und 23° soll aber eine 
Umrechnung unndétig sein (Hess, Kagan), da diese kleinen Schwankungen 
im Bereich der Fehlerquelle liegen. Rohrer halt fiir Serum sogar zwischen 
16 und 24° eine Umrechnung auf konstante Temperatur fiir iiberfliissig. 
Da die Temperaturen in unserem Laboratorium immer zwischen 17 und 20° C 
betrugen, habe ich demzufolge keine Umrechnungen vorgenommen. Viel 
groéBere Fehlerquellen liegen in der Handhabung der Technik verborgen 
Kleinste Rauhigkeiten in einer der beiden Kapillaren durch Sehmutz 
partikelchen, Luftblaschen, verschiedene Linge der Fliissigkeitssiiule, 
Tropfen im Verbindungsstiick usw. beeinflussen die Werte erheblich. Es 
erscheint mir unerléBlich, daB man jeden Morgen vor dem Gebrauch eine 
Probebestimmung mit Aqua dest. macht, um sich von dem exakten Arbeiten 
des Apparats zu tiberzeugen. So einfach die grobe Technik ist, so schwierig ist 
die feine, und es ist die iibereinstimmende Erfahrung aller Untersucher, 
daB der Apparat nur in der Hand des Geiibten brauchbare Werte gibt. 
Einer der gréBten Nachteile an dem Instrument scheint mir zu sein, da 
die Werte vom Saugungsdruck stark abhangig sind, der mittels eines 
Ballons manuell ausgeiibt wird. Drosbach fand bei einem Druck von 150 mm 
z. B. fiir Blut ein 7 von 4,3, bei 10mm Druck von 5.5, also eine Differenz 
von 20 Proz. Es ist allgemein betont, daB das Poiseuillesche Gesetz nur im 
Bereich kleiner und mittlerer Drucke seine Giiltigkeit habe (Kohlrausch). 
Bei starkerem Druck treten turbulente Bewegungen auf, die die Viskositat 
der beiden Vergleichsfliissigkeiten verschieden beeinflussen, und zwar sol! 
die Einwirkung auf diinnfliissige Koérper gréBer sein als auf zahfliissige, 
wodurch die relative Viskositat fiir Blut leicht als zu gering angegeben wird 
(Bose). Andererseits spielt bei zu geringem Druck die Kapillaritaét in den 
beiden Réhren eine nicht zu berechnende Rolle (Determann). Die Schwierig- 
keit, zwischen dieser Seylla und Charybdis sicher durchzukommen, scheint 
mir vielfach unterschitzt zu werden. Bei Reihenuntersuchungen, die man 
hintereinander machen kann, ist man vielleicht imstande, den Druck 
gleichmaBig zu gestalten; bei Untersuchungen, die sich iiber Wochen oder 
Monate hinstrecken, ist man es meines Erachtens nicht. Kagan hat darum 
schon vorgeschlagen, den Druck stets so zu gestalten, daB sich die Wasser- 
siule in 2,5 Sekunden um einen groBen Teilstrich fortbewegt, aber erstens 
ist es miihsam und auch sehwierig, jede Messung mit der Uhr zu kontrollieren, 
zweitens scheint mir bei der angegebenen Zeit schon stark die Gefahr der 
Kapillaritatseinwirkung nahegeriickt. Ich habe mich zu etwas rascherem 
DurehflieBenlassen entschlossen, mich natiirlich bemiiht, den Druck 
modglichst gleich zu halten, kann mich aber des lastigen Gefiihls nicht 
erwehren, daB bei dieser Messung fiir exakte wissenschaftliche Berechnungen 
eine zu starke subjektive Komponente mitspielt. Der Einbau eines fein 
funktionierenden Manometers wiirde meines Erachtens den Wert des 
Apparats heben. 


GroBe Schwierigkeit macht die exakte Bestimmung der zweiten Dezi- 
male, die fiir die Albumin-Globulinberechnung von so groBer Bedeutung 
ist. Zur besseren Bestimmbarkeit derselben ist von Hess das sogenannte 
groBe Laboratoriumsmodell herausgebracht worden, das allein durch seinen 
Wassermantel zur Temperaturregulierung sicherlich Votreile besitzt. Mit 
diesem habe ich eine ganze Reihe von Untersuchungen ausgefiihrt, konnte 
mich aber entgegen der Meinung der meisten Autoren von seiner besseren 
Brauchbarkeit nicht iiberzeugen. Eine iuBere Erschwerung — wenigstens 
bei dem mir zur Verfiigung stehenden Modell — liegt in dem glatten Ab- 
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schluB der Untersuchungsréhre, die das Hineinbringen der Fliissigkeit 
gegeniiber dem spitz ausgezogenen Ende des kleineren Typs sehr viel 
schwerer macht. Den Hauptnachteil fand ich aber in der viel starker in 
Erscheinung tretenden Kapillaritaétswirkung innerhalb der engeren Glas- 
réhren. Es ist bei meinem Modell tiberhaupt kaum ein Stillstand der 
Fliissigkeitssiule zu erzielen; sie wird, auch ohne jeden Druck dauernd 
durch die Kapillaritat in Bewegung gehalten. Darum habe ich mich bald 
wieder dem kleineren Modell zugewandt, das iibrigens insofern eine Mittel- 
stellung einnimmt, als die zur Blut- bzw. Serumuntersuchung bestimmte 
Kapillare drei groBe Teilstriche aufweist, wahrend bei dem zuerst gebauten, 
das mir auch verschiedentlich zur Verfiigung stand, nur zwei Teilstriche 
vorhanden sind, auBerdem sind hier die Skalenteile fiir Wasser so eng 
geriickt, daB eine Bestimmung der zweiten Dezimale nur sehr aproximatiy 
méglich ist. Allerdings muBten bei meinem mittleren Modell oft 4% bis 4, 
der kleinen Teilstriche beobachtet werden, um bei der Umrechnung auf 
einen groBen Teilstrich die zweite Dezimale einigermaBen genau zu_ be- 
stimmen. Jedenfalls ist es absolut notwendig, bei Reihenuntersuchungen 
nur einen Apparat zu verwenden. Die Kontrolle der Werte beider Apparate 
zeigte, daB ganz erhebliche Differenzen vorlagen, und zwar gab das groBe 
Modell meist tiefere Werte an als das mittlere, obwohl natiirlich bei Aqua 
dest. die Werte stets 1: 1 waren. Die Tatsache allein beweist schon, dab 
derartige Messungen nur einen relativen Wert besitzen. 


Der zweite der verwendeten Apparate ist das Pulfrichsche Eintauch- 
refraktometer, das von Reiss in die praktische Medizin fiir EiweiBbestim- 
mung von Serum und Ex- und Transsudaten eingefiihrt worden ist. Es 
beruht auf einer Bestimmung des Lichtbrechungswinkels, der bei den 
einzelnen Substanzen verschieden ist. Die Refraktion von Gemischen labt 
sich aber nach Reiss aus der spezifischen Refraktion der einzelnen Bestand- 
teile entsprechend deren Prozentgehalt durch einfache Addition berechnen. 
Auf diesem Grundsatz baut die EiweiBbestimmung des Blutserums auf 
Da der EiweiBgehalt achtmal so groB ist wie der Salzgehalt und 13mal 
so groB wie alle anderen anorganischen Substanzen, auBerdem das Licht- 
brechungsvermégen der im Serum vorkommenden Salze gering ist, mache 
sich selbst bei Verdopplung ihrer physiologischen Menge ihr Einflu®B auf 
den Brechungswert nicht bemerkbar (Ndgeli). Aus der abgelesenen Zahl 
der Pulfrichschen Einheiten nach Einstellen von 10 Minuten im Wasserbad 
von 17,5° C 14Bt sich auf einer beigegebenen Tabelle der prozentuale EiweiB- 
gehalt leicht umrechnen. Die Methode ist einfach und rasch ausfiihrbar, 
es geniigen kleine Serummengen (2 Tropfen), und die Ablesung ist mit 
groBer Exaktheit méglich. Der Ablesefehler betragt nach Reiss 0,5 kleine 
Einheiten, das ist 0,01 Proz. Eiwei®, und diirfte in der Tat nicht héher sein. 
Vergleichende Refraktometerwerte unter sich werden mit 0,3 Proz. ver- 
anschlagt (Reiss). Beziiglich technischer Einzelheiten verweise ich auf die 
einschlagigen Arbeiten von Reiss. Wegen all dieser Vorziige hat sich der 
Apparat rasch allenthalben durchgesetzt, aber es kann nicht verschwiegen 
werden, daB doch gewichtige Bedenken gegen seine Brauchbarkeit bestehen. 
Die Tatsache, daB bei allen anderen EiweiBbestimmungsmethoden niede rere 
Werte gefunden werden als bei der Refraktion, sei kurz erwahnt. (0,5 bis 
1,7 Proz.: Chiary und Demanche, bis zu 1,5 Proz.: Berger und Petschacher, 
bis zu 1,8 Proz.: Schorer.) Der Umstand wire nicht wesentlich, wenn die 
Differenz einigermaBen gleich bliebe, was aber nicht der Fall ist, denn oft 
fand sich bei vergleichenden Methoden ganz exakte Ubereinstimmung 
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(Schorer). Reiss selbst hat verschiedentlich die Refraktion fiir keine 
spezifische EiweiBbestimmung, sondern nur fiir eine Annaherungsberechnung 
angesprochen, die nicht ohne weiteres mit anderen Methoden vergleichbar 
sei; er halt diese aproximative Umrechnung aus dem Brechungskoeffizienten 
nur fiir den bequemsten und am leichtesten versténdlichen Ausdruck fiir 
die Gesamtkonzentration, was ohne Frage der Fall ist. Fiir Uramie und 
Ikterus empfiehlt er z. B. wegen des Gehalts an verschiedenen stark licht- 
brechenden Substanzen gréBte Vorsicht bei der Bewertung. 

Es wiirde sich also jeder Streit eriibrigen, wenn nicht Rohrer auf den 
vergleichenden Werten der Refraktometrie und Viskositat eine Methode 
der Albumin-Globulinberechnung aufgebaut hatte. Hierdurch ist der 
so genial erfundenen und praktisch auBerst brauchbaren Methode der 
aproximativen Eiweibkonzentrationsbestimmung der Schein wissenschaft- 
licher quantitativer Exaktheit untergeschoben worden, die ihr offenbar 
nicht zukommt. Durch Eintragung der Refraktometrie- und Viskositiits- 
werte in ein Koordinatensystem hat Rohrer fiir reine Albumin-Globulin- 
mischungen empirisch Kurven gefunden, die zu héheren Konzentrations- 
werten hin leicht divergieren, aber eine groBe GesetzmaiBigkeit aufweisen. 
Durch Notierung der bei der Serumuntersuchung gefundenen Werte fiir 
¢ und 7 in dieses Kurvensystem wird ein Schnittpunkt gefunden, der auf 
einer der Kurven liegt, die den Mischungsgrad der Albumine und Globuline 
in genauen Prozentzahlen angibt. 

Die Fehlerquelle soll nach Rohrer 2 bis 3 Proz, betragen, Alder schiiigt 
sie aber schon auf 5 Proz. an. Beide halten das Viskosimeter fiir die grébte 
Fehlerquelle, welcher Ansicht sich wohl jeder Untersucher anschlieBen 
wird. Bei Reihenuntersuchungen eines Tages mag die Fehlerquelle nicht 
héher als 5 Proz. sein, bei Untersuchungen, die sich tiber Wochen hinaus- 
ziehen, ist es meines Erachtens aus oben angegebenen Griinden nicht 
mdglich, so gleichmaBige Viskosimeterwerte zu erhalten, so daB ich den 
reinen Ablesefehler doch als héher als 5 Proz. veranschlagen mul. Die 
Ansicht Rohrers, daB beim Hefschen Viskosimeter die Fehlerquelle nur 
mit 0,01 Einheiten anzusetzen sei, kann ich nicht teilen. 

Doch gewichtigere Bedenken als diese technische Ablesefehlerquelle 
sind in letzter Zeit von verschiedenen Autoren vorgebracht worden. Schon 
Wanner, Schorer und Léhr haben Bedenken gegen die Methode erhoben. 
Schorer schuldigt die Verschiedenheit des Brechungsexponenten bei ver- 
schiedenen Albumin-Globulingemischen fiir divergierende Werte an. 
Auch Berger und Petschacher betonen, daB der Brechungskoeffizient der 
Blutsalze praktisch nicht als unverinderlich anzusehen sei, und da Reiss 
den EiweiBen, insbesondere dem Globulin ein zu geringes Brechungsvermégen 
zuschriebe. Doch wird allgemein der Fehler fiir die NichteiweiBkérper fiir 
geringer erachtet als der EiweiBfehler selbst. Das Rohrersche Koordinaten- 
system ist nach kiinstlichen Albumin-Globulingemischen aufgestellt und 
bei gleichem Material von Heyder bestatigt. Schon Schorer meint, dab der 
RiickschluB auf das menschliche Serum gewagt sei. Doch wird allgemein 
bestatigt, daB bei physiologischen Seren gut iibereinstimmende Werte 
gefunden wurden, daB jedoch bei pathologischen mit groBer RegelmiBigkeit 
iiberhéhte Werte, und zwar nach Berger und Petschacher bis zu 43 Proz. 
iiberhéhte Globulinverhaltniszahlen gefunden wiirden. Die beiden Autoren 
fanden bei 50 mit Doppelmethoden untersuchten Fallen 33mal_ eine 
Differenz von mehr als 20 Proz. gegeniiber der chemischen Analyse. Auch 
Gutzeit kommt zu einer scharfen Kritik der Methode. Er hat sich reine 
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elektrolytireie Albumin-Pseudoglobulin- und Euglobulinpraparate besorgt, 
und an diesen die Rohkrersche Tabelle nachgepriift. Er fand zunichst, daB 
sich zwei Pseudoglobulinkurven von angeblich gleich zusammengesetzten 
Praparaten nicht decken, das gleiche fand sich bei zwei 





Euglobulinkurven. Wenn also schon so leicht physi- y 
kalische Zustandsinderungen eintritten, sei der Wert To $ S 
der Methode schon stark in Zweifel gestellt. AuBerdem |_§ oy e) 
fand er die Kurven der Pseudoglobuline und Eu- Ny e 
globuline stark auseinanderliegend, so daB die Kurve [~7 : 
fiir die Gesamtglobuline in der Mitte liegen miiBte. 4 | 
.Liegt bei einer Albumin-Globulinbestimmung ein 
Refraktionsviskositaétswert nun z. B. zwischen der » 1 
Kurve fiir die Gesamtglobuline nach Rohrer und =a 
derselben fiir das Euglobulin, so ist sein Abstand 

nach links bis zur Albuminkurve nicht allein vom  . 
Albumingehalt, sondern auch noch vom Euglobulin ce ee 
abhangig. Je mehr Pseudoglobulin ein Serum enthalt ‘at 











im Verhaltnis zum Euglobulin, desto weiter nach rechts Abb. 1. Funktionskurve 
wiirde bei gleichem Albumingehalt der Refraktions- der Albumina, Pseudo: 
viskositatswert im Koordinatensystem liegen und wiirde — #!buline u. Euglobuline 
> . “ . , nach Gutzeit. 

nach der Rohrerschen Bestimmung einen zu geringen 

Albuminwert vortéuschen. Man bekommt so bei Reihenuntersuchungen 
ein ganz irriges Bild iiber die Albumin-Globulinmischung, so daB bei gleichem 
Albumingehalt Vermehrungen der Pseudoglobulinkomponente als Albumin. 
verminderung, Zunahme der Euglobulinfraktion als Albuminvermehrung 
imponiere.* 

Aus diesen Arbeiten geht hervor, da®B alle auf der Rohrerschen 
Berechnung aufbauenden Albumin-Globulinbestimmungen nur mit 
grébter Vorsicht aufzunehmen sind, und auch unsere im klinischen 
Teil dieser Arbeit mit gleicher Methode aufgefundenen Werte sind nu 
mit gleichem Vorbehalt als Richtlinien, nicht als absolute Werte hin- 


zunehmen. 
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Uber die antiseptische Wirkung des Kupferchlorids 
in Lisungsmitteln verschiedener Dielektrizitétskonstante. 


Von 


N. Klissiunis. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 29. Marz 1925.) 


Nachdem W. Hellenbrand und G.Joachimoglu') nachgewiesen 
haben, daB das Sublimat in Lésungsmitteln niedriger Dielektrizitats- 
konstante (Chloroform, Benzol, Ather) keine antiseptische Wirkung 
zeigt, wahrend in Lésungsmitteln mit hoher Dielektrizitatskonstante 
(Nitrobenzol, Glycerin, Wasser) eine starke antiseptische Wirkung 
entfaltet wird, lag es nahe, auch andere antiseptisch wirkende Stoffe 
aus der Reihe der Schwermetalle in der gleichen Richtung zu unter- 
suchen. Joachimoglu und Klissiunis®) berichteten iiber Versuche mit 
Quecksilberbromid; auch hier zeigte sich, da} in Lésungen niedriger 
Dielektrizitatskonstante (Benzol, Ather) eine antiseptische Wirkung 
nicht nachweisbar ist, wihrend in Lésungsmitteln mit hoher Dielektri- 
zitatskonstante das Quecksilberbromid auf die Bakterien eine deut- 
liche Wirkung ausiibt. 

Es war in diesen Versuchen auffallend, da Chloroform, welches 
eine niedrige Dielektrizitatskonstante hat, die antiseptische Wirkung 
des Quecksilberbromids hervortreten laibt. 

Die Versuche, iiber die ich im folgenden berichten werde, habe ich 
auf Veranlassung von Prof. Joachimoglu ausgefiihrt. Sie bilden eine 
Fortsetzung der oben erwiaihnten Ar eiten und sollen uns iiber die 
Frage unterrichten, ob auch das Kupferchlorid in Lésungen_ ver- 
schiedener Dielektrizitatskonstanten in bezug auf die antiseptische 
Wirkung ein verschiedenes Verhalten zeigt. Als Lésungsmittel wurden 
angewandt: [soamylalkohol, Propylalkohol, Isopropylalkohol, Aceton, 
Athylalkohol, Methylalkohol, Glykol, Glycerin und Wasser. Das 
benutzte Cuprichlorid war ein reines Priparat von F. Kahlhaum (zur 


1) Diese Zeitschr. 158, 131, 1924. 
2) Ebendaselbst 153, 136, 1924. 
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Analyse). Es wurden Lésungen entsprechend einer Konzentration von 
1:50 benutzt. Die Herstellung der Lésungen machte keine Schwierig- 
keiten, da die Léslichkeit in den genannten Lésungsmitteln eine ge- 
niigende ist. Beim Lésen des Cuprichlorids fallt auf, daB die Lésung 
in Lsoamylalkohol, Propyl- und Isopropylalkohol, Aceton eine smaragd- 
griine bis gelblichgriine Farbung zeigt, wihrend die Lésungen in Glykol 
und Glycerin eine hellgriine Farbe zeigen, die der reinen blauen Farbung 
der wisserigen Lésung niher kommt. Es unterliegt keinem Zweifel, 
daB die verschiedene Farbe dieser Lésungen durch die verschiedene 
Dissoziation des Cuprichlorids bedingt ist. In Wasser, Glycerin und 
Glykol sind bei gleichem Kupfergehalt mehr Cupriionen vorhanden 
als z. B. im lsoamylalkohol oder Propy!alkohol 

Zur Priifung der antiseptischen Wirkung haben wir zunachst 
Milzbrandbazillen angewandt. Die Wirkung des Cuprichlorids war 
jedoch sehr schwach. Es mubte eine Einwirkung von mehreren Tagen 
stattfinden, um eine antiseptische Wirkung nachzuweisen. Bessere 
Resultate haben wir mit einem nicht pathogenen Mikroorganismus, 
dem Bacillus Prodigiosus, bekommen. 24-Stunden-Nchragagarkultur 
von Prodigiosus wurde in 2 cem Wasser aufgeschwemmt. In die Auf- 
schwemmung brachten wir steile Glasperlen. Nach 5 Minuten wurden 
sie herausgenommen, zunichst bei 37° und dann im Exsikkator ge- 
trocknet. Die so vorbereiteten Glasperlen wurden dann fiir die Ver- 
suche verwendet. Ein Versuch mit einer Einwirkungsdauer von 5 Minuten 
ist in der Tabelle | wiedergegeben. Der Versuch zeigt, dab in Isoamyl-. 


Tabe Le /. 





Finwirkungsdauer 5 Minuten 


Abgelesen nach Abgelesen nach Dielektrizitatskonstante 
d. 


48 Std. 96 St 

I. Isoamylalkohol ..... +++ ++-+ 5,7 
Isoamylalkohol CuCl, 2: 100 + +4 

2. Propylalkohol ...... st + 22.47 
Propylalkohol, CuCl, 2: 100 bs chet rae 

3. Isopropylalkohol . . .. . ++- +++ 26 
lsopropylalkohol,CuCl, . . ++ t+ 

eS eee ++++ ++-+- 21.5 
Aceton, CuCl, 2:100. . . or i +--+ 

5.Athylalkohol, ...... +--+ 1. ot. 4 26.8 
Athylalkohol, CuCl, 2: 100 _- 1. 

6. Methylalkohol . si i + 35.3 
Methylalkohol, CuC],2: 100 — 17 Kol. 

et OA eee tf rary 41,2 
Glykol, CuCl, 2:100, . . — 3 Kol. 

SU eee ++++4 J. fh. 1-4. 56 
Glycerin, CuCl, ..... se tp +444 

; +++4 wot 81.1 


OE tee 
wren, OBC. 2. s ae = 
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Propyl-, Lsopropylalkohol und Aceton eine antiseptische Wirkung nicht 
vorhanden ist, wihrend beim Athyl-, Methylalkohol, Glykol und Wasser 
eine Einwirkung auf die Bakterien nachweisbar ist. In Glycerin ist 
eine antiseptische Wirkung nicht vorhanden. Wir haben in den friiheren 
Versuchen mit Sublimat und Quecksilberbromid in Glycerin eine anti 
septische Wirkung nachweisen kénnen. Warum sich hier das Glycerin 
anders verhalt, kOnnen wir nicht sagen. Da einige dieser Losungsmittel 
antiseptisch wirken, so haben wir gleichzeitig auch das reine Losungs 
mittel gepriift. Das gleiche Resultat zeigt der Versuch der Tabelle IL. 
Beriicksichtigt man die Dielektrizitétskonstante der Lésungsmittel, 
so zeigt auch das Cuprichlorid in Lésungsmitteln niedriger Dielektri- 
zitatskonstante (Isoamylalkohol.  Propylalkohol, —lsopropylalkohol, 
Aceton) keine antiseptische Wirkung, wahrend bei Lésungsmitteln 
mit hoher Dielektrizitatskonstante eine antiseptische Wirkung  vor- 
handen ist. Das in diesen Lésungsmitteln der Dissoziationsgrad ein 
stirkerer ist, unterliegt keinem Zweifel, und wir kénnen auch hier die 
tegel aufstellen, dab die antiseptische Wirkung proportional dem 
Dissoziationsgrad ist. Nur Glycerin, welches eine hohe Dielektrizitats- 
konstante besitzt. zeigt eine Ausnahme. In diesem Lésungsmittel 
wirkt Cuprichlorid nicht antiseptisch. 


Tabelle 11. 





Einwirkungsdauer (Prodigiosus) 


2 Std 24 Std. 

Abgelesen Abgeilesen Abgelesen Abgelesen 

nach 18 Std. nach 48 Std. nach IS Std. nach 72 Std. 
1. lsoamylalkohol CuCl, 2: 100 ++ t-++-+ -- 7 Kol. 
2. Propylalkohol CuCl, 2: 100 +t +--+. -+4 + 25 Wol. 
3. Lsopropvlalkoho! 

Cu@i, 4:100........ t+ | +++4 — 6 Rot. 

4. Aceton CuCl, 2: 100 ‘ $+ 4-4 +44 + 3 Kol. } 
5. Athylalkohol CuCl, 2: 100 , 2 Kol. 75 Kol. — _ 


6, Methylalkohol CuCl, 2: 100 -- -- — 

7. Glykol CuCl, 2:100 ..., . . _ 

8. Glycerin CuCl, 2:100). , + +--+ 5 Wol. + (+) 
9, Wasser CuCl, 2:100 .. . — va _ 


Zusammenfassung. 


Cuprichlorid in Isoamylalkohol, Propylalkohol, Isopropylalkohol 
und Aceton gelést, zeigt keine antiseptische Wirkung. wahrend in 
Athylalkohol, Methylalkohol, Glykol und Wasser bei gleichem Kupfer- 
gehalt eine antiseptische Wirkung vorhanden ist. 








Uber die Jodaufnahme von Casein. 


Von 
Fritz Lieben und Daniel Laszlo. 





(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Universitatsinstituts 


in Wien.) 





(Eingegangen am 30. Mdrz 1925.) 


Das Interesse der Biochemiker fiir jodhaltiges Eiweil} war durch 
die Entdeckung Baumanns, dab Jod im SchilddriiseneiweiB enthalten 
ist, ferner die Auffindung der ,,Jodgorgosiure’’ durch Drechsel und 
des ,,Jodospongins* durch Hundeshagen stark angeregt worden und 
hat eine groBbe Anzahl von Arbeiten iiber kiinstlich dargestellte Jod- 
eiweibkérper gezeitigt, die wir bei Oswald!) zum groben Teile ver- 
zeichnet finden; die altere Literatur, von Bohm und Berg?) angefangen, 
bringt Kurajeff*). Heute, nach der hochbedeutsamen Isolierung des 
Thyroxins durch Kendall, erscheint es wohl gerechtfertigt, sich auch 
dem Problem der kiinstlich jodierten EiweiBkérper wieder zuzuwenden, 
zumal ja die Fragen nach Art und Ort der Bindung, sowie nach der 
gebundenen Menge, noch weit von einer klaren, eindeutigen Beant- 


wortung sind. 

Das Casein z. B., mit dem sich die folgenden Versuche beschaftigen, 
halt Blum‘) mit 7 bis 7,5 Proz. Jod fiir gesattigt, Liebrecht®) findet 5,7 Proz., 
Oswald*) 11,3 bis 13,5 Proz. Was den Ort der Bindung betrifft, so stimmt 
schon Hofmeister’) der ,nicht abzuweisenden Vorstellung’* zu, ,,daB der 


1) 4. Oswald, Hofmeisters Beitr. 3, 391, 1903. 

2) Béhm und Berg, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 5, 329. 

3) D. Kurajeff, Zeitschr. f. physiol. Chem. 26, 462, 1898. 

4) F. Blum, ebendaselbst 26, 298. 

5) 4. Liebrecht, Ber. d. deutsch. Chem. Ges. 30, 1824. 

8) 4. Oswald, Hofmeisters Beitr. 3, 514, 1903. 

?) FP. Hofmeister, Zeitschr. f. physiol. Chem. 24, 159, siehe besonders 





S. 167. 
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Eintritt festgebundenen Jods im Eiweiimolekiil vorwiegend einer Jod- 
substituierung des aromatischen Kernes entspricht’*. Er findet auch bei 
seinen Jodkérpern Millons und Adamkievics Reaktion negativ. Dagegen 
macht Oswald') auf Grund des fast gleichen Jodgehalts von chemisch 
stark verschiedenen ,,Protalbumosen*‘ und ,,Heteroalbumosen* (speziell 
was den Tyrosingehalt betrifft) die wichtige Bemerkung, ,,daB das Jod 
sich nicht ausschlieBlich, wenn tiberhaupt an das Tyrosin anlagert*’ und 
sich ebensowenig ausschlieBlich an dem ,,indolliefernden Komplex* ver- 
ankert. Am Schlusse seiner zweiten Arbeit?) erwahnt er, daB neben 
Tyrosin noch ein anderer Kérper (eventuell Phenylalanin ?) imstande sei, 
Jod zu binden, daB8 das Jod aber sausschlieBlich oder vorwiegend in den 
aromatischen Kern tritt, so dali man im Falle der Verallgemeinerung 
dieser Befunde in der Jodierung ein einfaches Mittel hatte, sich bei den 
verschiedenen EiweiBkérpern iiber die quantitativen Verhiiltnisse der 
aromatischen Bausteine zu _ orientieren; auch Blum*) meint, seine 
Jodzahl sei danach angetan, einen wesentlichen Faktor in der Beurteilung 
der Natur eines EiweiBkérpers abzugeben. In einer Reihe weiterer Ar- 
beiten*) gelang es Oswald, aus dem Jodalbacid, Jodglidin, Jodcasein, 
Gorgonin und Spongin 3,5 Dijodtyrosin darzustellen. Es ist wichtig, dab 
das tyrosinhaltige Jodeigonnatrium kein Dijodtyrosin lieferte; aus dem 
Jodeasein wurde etwa | Proz. Dijodtyrosin gewonnen, i. e. 4 bis 5 Proz. 
des Gesamtjods, das sich bei Oswald auf 12 bis 13 Proz. belief und etwa 
‘9 des Tyrosins, dieses zu 4,5 Proz. angenommen. Letztere Zahl ist heute 
auf mindestens 6 Proz. zu erhéhen, so daB der als Dijodtyrosin gefundene 
Bruchteil unter '/,, herabsinkt. Pauly®) fihrte unter besonders vorsichtigen 
Bedingungen Jod in das Protamin Sturin ein; er nimmt an, daB ersteres 
mit Histidin reagiert, und zwar 4 Atome per Mol Histidin, und findet so 
zwischen Jod- und Histidingehalt (12,9 Proz.) eine befriedigende Uber- 
einstimmung. In einer zweiten Arbeit®) meint Pauly, daB alle bisher 
kiinstlich erhaltenen Jodproteine den gréBten Teil ihres Jods in lockerer 
Form enthielten, Proteine mit fest gebundenem Jod muBten rein weif sein 
und diirjten an kalte schweflige Sdure kein Jod abgeben; Tryptophan kénne 
Jod nicht aufnehmen’). 

Den oben erwahnten, wie wir glauben, sehr berechtigten Zweifel 
Paulys an der festen Bindung der kiinstlich dargestellten Proteine teilen 
Blum und Strauss*) nicht; sie unterscheiden zwischen locker gebundenem 
Jod am N und fest gebundenem am C. Das erstere sei durch Reduktion 
mittels SO, leicht zu entfernen und sei am Imidazolring des Histidins 
befestigt (es kénnen aber auch andere aufnahmefahige Gruppen im Protein 
in Betracht kommen). Das Jod am C sei am Tyrosin, eventuell an den 
doppelten Bindungen des Histidins verankert. Um die aus den gefundenen 


1) 4. Oswald, Hofmeisters Beitr. 3, 413, 1903. 
*) Derselbe, ebendaselbst ‘8, 521, 1903. 
3) F. Blum, Zeitschr. f. physiol. Chem, 26, 294. 
‘) A. Oswald, ebendaselbst 70, 316; 71, 200; 72, 374; 74, 290; 75, 353. 
5) H. Pauly, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 48, 2243, s. 5S. 2260, 1910. 
8) Derselbe, Zeitschr. f. physiol. Chem, 76, 291, 1911. 
7) Vgl. A. Oswald, ebendaselbst 73, 128 (dagegen C. Neuberg, diese 
Zeitschr. 6, 276). 
8) F. Blum und E. Strauss, ebendaselbst 112, 111, 1920. 
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Jodwerten berechneten Werte fiir Histidin und Tyrosin mit den tatsachlich 
gefundenen, von denen sie durchweg bedeutend abweichen, in Uberein- 
stimmung zu bringen, werden eine Reihe von Hypothesen aufgestellt, die 
uns nicht zu tiberzeugen vermégen. Das Schema 8. 132 fiir die Jodierbarkeit 
des Histidins z. B. kann natiirlich die Basis fiir eine Menge beliebiger Jod- 
werte vor und nach SO,-Behandlung abgeben, die Basis fiir das Schema 
selbst aber erscheint uns nicht ausreichend gesichert. Beim Jodeasein 
speziell gebe es nur Jod am C, und zwar am Tvrosin, welch letzteres durch 
das Fehlen der Millonreaktion einwandfrei gezeigt sei (S. 123). Wir halten 
diesen Schlu® fiir unzulissig, worauf wir spiiter zuriickkommen. Der 
Wert fiir das Jod im Joseasein: 7,51 Proz. ware, fiir Tvrosin berechnet, 
zu klein, da Casein wahrscheinlich iiber 6 Proz. Tyrosin enthalt, woraus sich 
mindestens 8,4 Proz. Jod berechnen wiirden. 


Wir konnten aus der Literatur nach obigem nur entnehmen, dal 
Jod in stark schwankendem Verhaltnis von Eiweibkérpern aufgenommen 
wird und da® fiir diese Aufnahme in erster Linie die aromatischen 
Bausteine in Betracht kommen. Eine eindeutige Beziehung zu_be- 
stimmten Bausteinen kann aus den bisherigen Angaben nicht ent- 
nommen werden. Nun haben sich unsere Kenntnisse tiber den Tyrosin- 
und Tryptophangehalt von Proteinen durch einige Arbeiten') aus 
diesem Institut in letzter Zeit einigermaBen gefestigt, waihrend wir 
iiber den Histidingehalt allerdings noch sehr unvollkommen orientiert 
sind. Trotzdem erschien es nicht aussichtslos, zu versuchen, fiir den 
Verlauf der Jodierung von Proteinen in ihnlicher Weise zu einer Regel 
zu gelangen, wie es der eine von uns fiir den Vorgang der Nitrierung*) 
von Proteinen unternommen hatte. 


I. Methodik der Jodierung, Auswaschen der Jodkérper und Alkohol- 
behandlung. 


Wir benutzten Casein (Hammarsten) und setzten das Jod nach 
dem Vorgang von Oswald*) in der Kalte zu. Nach einigen Vorversuchen 
gingen wir schlieBlich folgendermaBen vor. Casein wurde in n 10 NaOH 
gelést, und zwar je 1g Casein in je 9ccm n 10 NaOH: nach voll- 
kommener Lésung wurde unter Wasserkiihlung n 10J in KJ-Lésung 


allmihlich zugesetzt das Tempo des Zusatzes erwies sich als fiir 
die Jodaufnahme irrelevant und die, je nach der zugesetzten Menge 


Jods hellgelbe oder braune Lésung eine Stunde mit flieBendem Wasser 
gekiihlt, sodann in einen Dialysierschlauch iibergefiillt und dem Jod- 


1) Siehe O. Firth, diese Zeitschr. 146, 259; O. Fiirth und Z. Dische, 
ebendaselbst 146, 275: O. Fiirth und A. Fischer, ebendaselbst 154, 1. 

2) F. Lieben, diese Zeitschr. 145, 535 und 555. 

3) A. Oswald, Zeitschr. f. physiol. Chem. 95, 351, 1915. 
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zusatz entsprechend langer oder kurzer gegen destilliertes Wasser 
dialysiert, das tunlichst oft erneuert wurde. Die Dialyse wird fort- 
gesetzt, bis eine Probe des Dialysierwassers mit AgNO, keine wesent- 
liche Triibung von AgJ mehr gibt. 


Wahrend der Dialyse bleibt die Reaktion gegen Lackmus ziemlich 
neutral; eine kleine Verschiebung nach der sauren Seite, gegen Ende der 
Dialvse, bewirkt mitunter die Ausfallung des EiweiBes, dann wird die 
Dialvse abgebrochen und wie unten weiter behandelt. Die Reaktion von 
vornherein stirker alkalisch zu machen, vermieden wir, um ein partielles 
Reagieren des Jods mit dem AlkaliiiberschuB statt dem Eiwei® zu ver- 
hindern, 


Der Inhalt des Dialysierschlauches wird dann entleert und mit 
wenigen Tropfen Essigsiure das jodierte Eiweib gefallt. Der Nieder- 
schlag wird auf einem Faltenfilter filtriert und griindlich ausgewaschen. 
Das Filtrat darf nicht nur keine Reaktion auf J’ mit AgNO,, sondern 
auch keine wesentliche Reaktion auf Jod mit Stdrke mehr geben, dazu 
braucht man bei Kérpern mit héherem Jodgehalt mehrere Stunden. 
Mit der getrockneten Substanz kann nunmehr die Jodbestimmung 
vorgenommen werden. Wir bedienten uns des bequemen und genauen 
Verfahrens von Blum und Gruetzner'). Die so erhaltenen Koérper sind 
unléslich in allen Lésungsmitteln auBer Alkalien, bis etwa 4 Proz. 
Jod farblos, von da an mit steigendem Jodgehalt, von gelb bis rotbraun 
gefarbt. 

Vor allem war nun die Frage zu beantworten: hat das Jod- 
aufnahmevermégen des Caseins bei einem bestimmten Jodgehalt eine 
Grenze, bzw. liBt sich das iiberschiissige Jod durch entsprechendes 
Auswaschen mit Wasser, Ausschiitteln mit Alkchol, Umfallen, eventuell 
Behandeln mit Natriumsulfitlésung entfernen‘ Ferner: laBt sich, 
falls eine solche Grenze in der Tat nachzuweisen ist, der dort gefundene 
Jodgehalt mit dem Gehalt des Caseins an bestimmten aromatischen 
Bausteinen (Tyrosin, Tryptophan, Histidin) in eine zufriedenstellende 
Ubereinstimmung bringen ? 

Bevor wir die Versuche anfiihren, die zur Beantwortung dieser 
Fragen angestellt wurden, méchten wir in einer Tabelle, die bei 
wechselndem Jodzusatz von je 5 g Casein aufgenommenen Mengen Jod, 
sowohl absolut als in Prozenten des Jodkérpers einerseits, des Zusatzes 
andererseits zisammenstellen. Die angefiihrten Jodkérper wurden in 
der oben beschriebenen Art dargestellt und gaben in feuchtem Zustande 
weder beim Auswaschen mit Wasser noch beim Schiitteln mit Alkohol 
(s. unten) etwas von ihrem Jodgehalt ab. 


1) F. Blum und R. Gruetzner, vgl. Abderhaldens biol. Arbeitsmethoden, 
Abt. I, Teil 3, 8S. 836 ff. 
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Tabelle |. 
. c) = a) b) 
a) Zusatz von Jod in b) aufgenommene Menge in nicht aufe 
Nr. —— ———_—_———_—_—__—_—_—_—_———- genommene 
|, com 1/10 : Proz. des Proz. des Menge 
Jin KJ & B Jodkérpers | Zusatzes g 
1 15 0.19 0,05 1,0 26 0.14 
2 20 0,25 0,08 17 32 O17 
‘ ms 0.15 29 22 0.48 
3 ww 0,63 0.18 3.6 28 0.45 
4 60 0.76 0.21 4.2 28 0.55 
5 70 0,88 0,26 5,2 29 0,62 
6 88 1,12 0.36 7,1 32 0.76 
7 100 1,27 0,45 9,1 35 082 
8 200 2,54 0,49 9,9 19 2.05 
9 300 3.81 0,59 11,8 17 3,22 
10 400 5.08 072 144 14 4,36 


Wenn wir zunichst annehmen, daB die Auswaschung mit Wasser 
und die Ausschiittelung mit Alkohol als Gewahr dafiir geniigen, dab 
sich in obigen Jodkérpern kein véllig lockeres Jod mehr befindet, so 
zeigt die Tabelle deutlich, dab die Jodaufnahme mit dem Jodzusatz 
wiachst, und zwar werden bis zum Zusatz von 100ccem n/10 Lésung 
etwa 30 Proz. derselben aufgenommen, worauf eine allmahliche Ab- 
nahme der prozuentellen Aufnahme erfolgt. Wir sehen also das Bild 
eines Vorgangs, der als Adsorption gedeutet werden kann. 

Die Daten dieser Tabelle hatten sich uns erst im Laufe unserer 
Arbeit ergeben, und auch im Besitze derselben muBte sich unser Haupt- 
interesse darauf lenken, festzustellen, ob zwischen der Natur der 
Bindung bei den niedrig und den héher jodierten EiweiBkérpern ein 
Unterschied bestehe, wie er zwischen deren Farbe besteht. 

Wir benutzen zunichst die Reaktion mit NaNO, und verdiinnter 
H,S0O,'), welche J’ in sehr geringer Menge, z. B. in Mineralwassern als 
Jod abzuscheiden gestattet; der Nachweis erfolgt mit Starke oder 
durch Ausschiitteln der Lésung mit Chloroform, wo sich das freie Jod 
violett auflést. 

Es wurden z. B. 0,2 g Jodeasein in 5cem 10proz. NaOH gelést, 3 cem 
5proz. NaNO, und 3 Tropfen Starke zugesetzt und dann mit verdiinnter 
H,SO, angesiiuert; das so als J’ oder JO’ geléste, urspriinglich ,,freie™ 
Jod muBte wieder als freies Jod abgeschieden werden, wihrend organisch 
gebundenes Jod nicht nachgewiesen werden sollte. 

Es zeigte sich nun bei allen Jodcaseinen, die wir dargestellt hatten, 
eine positive Reaktion. Wir muBbten jedoch bald die Reaktion als fiir 
unsere Zwecke wertlos erkennen, als wir sie an bekannten organischen 
Jodkérpern ausprobierten, die uns durch die Freundlichkeit von Prof. 
Dr. M. Kohn der Wiener Handelsakademie zur Verfiigung gestellt 





') Vgl. Treadwell, Lehrb. d. analyt. Chem., 12. Aufl., 1, 302. 
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worden waren. Es gaben namlich sowohl Trijodphenol als p-Jod- 
diphenyl, also Substanzen mit zweifellos fester organischer Bindung 
des Jods am C einen positiven Ausfall, Trijodanisol allerdings einen 
negativen. 

Wir hatten inzwischen wahrgenommen, dab einige unserer anfangs 
dargestellten Jodkérper (die sich spater als nicht geniigend ausgewaschen 
herausstellten) an Alkohol sowie an Chloroform Jod abgaben. Wir 
hofften auf diesem Wege zu einer Grenze zwischen festem (chemisch) 
und weniger fest gebundenem Jod zu gelangen und unterzogen andere 
Jodeaseine in frisch hergestelltem, noch feuchtem Zustand einer durch- 
schnittlich 40stiindigen Schiittelung mit Alkohol, den wir, seiner 
Mischbarkeit mit Wasser wegen, dem CHCl, vorzogen. Wir gelangten 
zu folgenden Daten: 





Jodgehalt in Prozenten 


Nr. der ursprings | 1. Ausschutte- 2. Ausschiittes 3. Ausschutte. 4. Ausschitte- 
lichen Substanz | lung lung lung lung 

l 1O—1,6 17 -— — — 

2 2,9—3,6 2,7, 3,1 3,1 =e _ 

3 40 3,7 35 — ~- 

4 0.4 8,1 7,1 7,1 8.6 

5 204 12,2 11,8 118 — 


Im Falle 4 und 5 hat der Alkohol eine betrachtliche Abnahme 
des Jods bewirkt, trotzdem bleibt der Jodgehalt der mit verschiedenem 
Zusatz dargestellten Kérper vollkommen verschieden, und eine Wieder- 
holung der Darstellung derselben mit besonderer Aufmerksamkeit 
auf ein griindliches Auswaschen mit Wasser fiihrte direkt zu Jodzahlen, 
die mit den nach dem Ausschiitteln erhaltenen iibereinstimmten. 

Das Ausschiitteln mit Alkohol fiihrt also bei den Jodcaseinen 
nicht zu einer bestimmten Grenze und half uns nur, die obige Tabelle I 
in der vorliegenden Form zu_ berichtigen. 


Il. Umfallen und Natriumsulfitbehandlung der Jodcaseine. 


Das Bild andert sich nun bedeutend, wenn wir dazu tibergehen, 
die auf eben erwihntem Wege dargestellten Kérper umzufallen, d. h. in 
etwa n/10 Na,CO, zu lésen und dann mit verdiinnter Essigsiure wieder 
auszufallen, und diesen Vorgang zu wiederholen, bis auch schon die 
ersten Tropfen des \Filtrats keinerlei freies oder gebundenes Jod mehr 
enthalten (wir priiften auf letzteres mit Nitritlésung und Starke). 
Wie die folgende Tabelle zeigt, bewirkt auch ein dreimaliges Umfiallen 
mit eventuell noch anschlieBender Sulfitbehandlung (die Losung wurde 
auf 5 Proz. Na,S8O, gebracht) bei den niedrig jodierten Korpern keine 
wesentliche Herabsetzung des Jodwertes. Erst beim Zusatz: 5g Casein 


3* 
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wo cem n, LO J senkt sich der Wert um etwa ', Proz. Bei den folgenden 
Substanzen mit héherem Ausgangswert (letzterer ist hier meist héher 
als in Tabelle 1, da auf vollstandiges Auswaschen in diesem Falle nicht 
soviel Gewicht gelegt wurde) werden nun, wie ersichtlich, durch das 
Umfallen betrachtliche Jodmengen entfernt; man kommt schlieBlich 
jedesmal zu einem Jodkérper, dessen Jodwert durch weiteres Um- 
fallen nicht mehr verandert wird, derselbe gibt dann auch an eine 
5proz. Na,SO,-Lésung kein Jod mehr ab. Die Jodkérper dieser Art 
kénnen wir als Endprodukte betrachten, sie enthalten wohl alle ein 
einheitliches und ziemlich fest gebundenes Jod, auch zeigen sie durch- 
weg rein weife Farbe, entsprechen also beiden Bedingungen, die Pauly') 
fiir ..festgebundenes* Jod aufgestellt hat (s. die folgenden Hydrolysen- 
versuche). 

Tabelle II. 





Zu je 5g Casein hinzugefiigt Nach 
\ titlune tillers fillume  pyt2SOs 
J ent. Ausgangs- allun allun allun ‘ 
Nr. || ajte Jod | apeechen> \bcctimmeng|| Jad” lod ~ ill os ~ te 
der Wert Jod 
com nach Tab. | Proz. Proz. Proz. Proz. Proz 
l 50 3.6 4,1—3,7 3.7 3.9 — 3,7, nach 
wei Umfallung 
2 70 5,2 59 47 4.9 5.1, 4.4 45 
hellgelb weil 
3 90 7,1 7,7 gelb*) weif 6.8, 64 -- 7,1, 64 
weifs 
4 140 etwa 94 12.4 hellgelb 7.9 74 77 
braun weif 
5 250 « mr 12,2 if fast weil 9.0 8.3, 7.9 
braun rein weifs 
6 400 144 16,2°) . 9,2, 9,6 94 a 
braun fast weif rein weifS 


*) Bestimmung nach Schiittelung mit Alkohol. 

Betrachten wir nun die so erhaltenen ,,Endwerte’ und vergleichen 
sie mit dem Zusatz an Jod, so sehen wir, das der Verlauf der Jod- 
aufnahme noch immer durch eine Adsorption befriedigend dargestellt 


werden kann: 
Tabelle 111. 





y w » ~ . 
‘ on te ilies Autgenommene Menge in 
we Jod Proz. des 
Proz. g g Zusatzes 
] 3,7 0,63 0.18 29 
2 45 0.89 0,23 26 
e 6,7 1,14 0.34 30 
4 77 1,78 0,38 21 
5 8.0 3,18 0,40 13 
6 94 5,08 0,46 if) 


') H. Pauly, Zeitschr. f. physiol. Chem. 76, 291, L911. 
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Wenn wir nun fragen, ob ein Grenzwert (iiber den die Jodaufnahme 
nicht mehr hinausgeht) erreicht wurde, so sehen wir einerseits, dal 
von etwa 7 Proz. an die Jodwerte, fast unabhingig vom Zusatz, immer 
niher zusammenriicken (bei Steigerung des Zusatzes von 90 bis auf 
400 com n/10J steigt der Jodgehalt nur von 7 auf 9 Proz.). Dieser 
Tatsache kénnten wir aber nur dann die Bedeutung einer chemischen 
Bindung an eine bestimmte Aminosiure beilegen, wenn 1}. in den héheren 
Jodwerten bei steigendem Zusatz keinerlei ,,Gang wahrzunehmen 
ware und wenn 2. dieser ,,Grenzwert™ auf den Jodwert einer bestimmten 
Aminosiure geniigend genau stimmen sollte; die letztere Bedingung 
wire fiir Tyrosin (8,4 Proz., s. oben) so ziemlich erfiillt. Man miibte 
dann annehmen, daB zunachst ein Drittel des Jods von Tyrosin, zwei 
Drittel auf Nebenreaktionen verbraucht wird; bei héherem Zusatz 
wire schlieBlich das Tyrosin mit 2 J gesattigt und der CherschuB an 
Jod kénnte nicht mehr aufgenommen werden. Nun steht aber an 
Stelle 3 (Tabelle I11), wo noch 30 Proz. bzw. etwa ein Drittel des Zu- 
satzes aufgenommen werden, der dazugehérige Jodwert (6.7 Proz.) 
betrachtlich unter dem Wert fiir Tyrosin, der in minimo 8,4 Proz 
betragt, und wenn dieser erreicht bzw. iiberschritten wird, ist wieder 
eine stéchiometrische Relation schwer vorstellbar. Ferner ist unleugbar 
ein steigender ,,Gang™ in den Jodwerten ersichtlich, und diese Tat- 
sache zusammen mit den folgenden Erfahrungen bei der Erprobung 
der Millonreaktion fiir unsere Frage und bei den Hydrolysenversuchen 
halten uns davon ab, aus der obigen Tabelle Il einen Grenzwert mit 
spezieller chemischer Beziehung zum Tyrosin herauszulesen; cine 
zahlenmaBige Beziehung zu einer anderen in Betracht kommenden 
Aminosaure laBt sich schon gar nicht feststellen, zumal solange wir 
z. B. tiber den Histidingehalt des Caseins nicht verlaBlich informiert 
sind. Auch bei Umfiallen bzw. bei Sulfitbehandlung bis zur Hersteliung 
rein weiBer Jodkérper, die bei diesen Vorgdngen keinerlei Jod mehr ab- 
geben, laBt sich eine spezielle chemische Bindung an eine bestimmte Amino- 
stiure (am ehesten kiime Tyrosin in Betracht) nicht einwandfrei nach- 
weisen: der Verlauf der Jodaufnahme kann durch .eine Adsorption an 


das Protein erkldart werden. 


If. Ausfiihrung der Voisenetreaktion') auf Tryptophan bei Jodeaseinen. 

Wir wandten uns gleich zu Beginn dieser Arbeit den Beziehungen 
zwischen Jod und einzelnen Aminosduren zu, d.h. wir verfolgten die 
fiir Tyrosin und Tryptophan ausgearbeiteten quantitativen Bestimmungs- 
methoden bei Jodcaseinen. Das Resultat dieser Versuche sei kurz mit- 
geteilt. Bei Anwendung des Tryptophanbestimmungsverfahrens nach 


') Vel. O. Firth und Z. Dische, diese Zeitsechr. 146, 275. 
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Fiirth und Dische auf Jodeiweibkérper muBte man sich zunachst dariiber 
klar sein, dab eine Abnahme oder ein Verschwinden der Farbreaktion 
sowohl auf einer chemischen Bindung von Jod an Tryptophan beruhen 
konnte (da ein eventuell entstandenes Jodtryptophan s. Pauly, 
l.c. die Reaktion wohl nicht mehr geben diirfte) als auch darauf. 
dab ein anderwirts adsorbiertes Jod einfach durch seine Gegenwart 
die sonst normale Reaktion stért. Zwischen diesen Alternativen hatte 
sich zugunsten der ersten nur dann mit grober Wahrscheinlichkeit 
entscheiden lassen kénnen, wenn der Jodgehalt des Jodcaseins und 
die Menge verschwundenen Tryptophans durchweg in stéchiometrischen 
Verhaltnissen gestanden wiiren. 

Wir verwendeten je 2ccem einer 5proz. Lésung des Jodproteins 
in 30 proz. NaOH; unsere Resultate waren die folgenden: 


Tabelle 1V. 





a b c d € b d t 
l'ryptophan Tryptophan 
Tee nach das nach sto 
Nr Jodgehalt 1 a ap no Jodgehalt Voisenet- Tryptophan chiometrisch 
der Jod- ge Pr — der Probe reaktion verschwunden Verh. (2J:1Tr.) 
caseimne — noch vors hatte verschwin- 
handen den sollen 
Proz. g my g 8 ~ 
l 1,2 0,0016 0.0011 0,0013 0,0003 0.0009 
(Casein, 
a 1,7 Proz. 
Tryptoph.) 
2 1,8 " 0.0017 0.0011 0.0005 0.0018 
3 25 ms 0,0027 0.0015 0.0001 0.0022 
4 43 fe 0.0040 0.0014 0.0002 0.00381 
5 6.0 ea 0.0055 0.0006 0,0010 0.0043 
6 10.8 % a O.O1L05 _— 0.0016 0.0083 


Wir sehen, daB die Reaktion von Nr. 1 bis 4 trotz steigenden 
Jodgehalts nur kleine Schwankungen erleidet, dab erst bei 6 Proz. Jod 
im Casein die Voisenetfarbe stark abnimmt, bei etwa 11 Proz. ver- 
schwunden ist. Der Punkt des definitiven Verschwindens der Voisenet- 
farbe wurde spiiter als zwischen 7 und 9 Proz. Jod liegend festgestellt. 
[Die bei etwa 8 Proz. vorhandene Jodmenge (0.0057 g) ist dann drei- 
bis viermal gréBer als stéchiometrisch fiir das verschwundene Tryptophan 
(0.0016 g Casein 4 1,7 Proz. Tryptophan) bendétigt wiirde.] 

Sicher greift also das Jod das Tryptophan des Caseins zundchst 
nicht an, eine Entscheidung zwischen den beiden obigen Alternativen 
ist aber offenbar aus dem Versuch nicht zu gewinnen, denn das Jod 
kénnte ja zuniachst andere Stellen absattigen und dann erst, sei es 
durch chemische Bindung, sei es durch bloBe Gegenwart die Voisenet- 


reaktion zerstéren. 
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Gegen die Anwesenheit als véllig freies Jod spricht wohl, abgesehen 
von den oben erérterten, bei der Bereitung der Jodkérper angewendeten 
Kautelen, das Bestehenbleiben der charakteristischen roten Vorfarbe (vor 
Nitritzusatz) bei den Jodkérpern, die Casein selbst stets gibt'). Bei direktem 
Zusatz von freiem Jod zu Casein, unmittelbar vor Anstellung der Reaktion, 
tritt dieselbe jedoch nicht auf (auch in diesem letzteren Falle bleibt iibrigens 
die Reaktion nach Nitritzusatz, wenn auch abgeschwiicht, bestehen). 

2 cem einer 5proz. Caseinlésung werden erst bei Zusatz von 5 Tropfen 
n/10 J unkolorimetrierbar, bei 6 Tropfen ist die Reaktion erloschen. Auch 
hier ist die dann verbrauchte Jodmenge bedeutend gréBer als dem Trypto- 
phangehalt des Caseins (1,7 Proz.) entspricht (etwa das Doppelte), es findet 
also auch hier wohl zunachst eine Ablenkung des Jods vom Tryptophan 
statt, wenn auch nicht in so hohem MaBe, wie bei den urspsiinglichen Jod 
kérpern (offenbar spielt der Zeitpunkt des Zusatzes dabei eine Rolle). 

Auch Blum und Strauss (|. ¢., 8S. 133) betonen das Erhaltenbleiben der 
Tryptophanreaktion bei Unterbrechung der Jodierung nach Verschwinden 
der Millonreaktion (s. unten). 

Es wurde ferner die Wirkung eines Jodzusatzes auf die Voisenet- 
reaktion von freiem Tryptophan untersucht. Eine proportionale Abnahme 
der Farbe mit dem Jodzusatz war nicht wahrzunehmen, allerdings stimmte 
das Erldschen der Reaktion mit dem erreichten stéchiometrischen Verhaltnis 
iiberein. Trotzdem glauben wir auch hier nicht an eine chemische Reaktion 
zwischen Jod und Tryptophan (vgl. Pauly, |. c.), eher an eine katalytische 
Hemmung; doch laBt sich eine absolut sichere Entscheidung noch nicht 
treffen. 


Bei Beobachtung der Wirkung des Jodzusatzes mittels der Farben- 
reaktion nach Voisenet kann also konstatiert werden, daB das Jod 
zundchst das Tryptophan nicht angreift, sondern erst nach Absattigung 
anderer Stellen dasselbe entweder chemisch bindet oder als mehr oder 
weniger fest adsorbiertes (jedenfalls aber nicht vdéllig freies) Jod die 
Farbenreaktion katalytisch zerstért. 


IV. Ausfiihrung der Millonschen Reaktion*) auf Tyrosin bei Jodcaseinen 


Wir muBten uns nunmehr fragen, an welche Stellen der Eiweib- 
molekel das Jod zundchst herantritt (d.h. wo es bei den Jodkérpern 
unter 6 Proz. verankert ist). Hier kam in erster Linie das Tyrosin in 
Betracht, das nach der neuen Methode von Fiirth und Fischer ziemlich 
verlaBlich bestimmt werden kann. Es muf® aber auch hier betont 
werden, daB nur strengste Proportionalitdt zwischen Jodzusatz und Ab- 
klingen der Millonfarbe in allen Verhdltnissen eine chemische Bindung 
(in stéchiometrischen Proportionen) von Jod und Tyrosin sehr wahr- 


1) Casein gibt, zum Unterschied von anderen Proteinen, bei Ansetzen 
der Reaktion nach Voisenet (s. Fiirth-Dische, S. 294) schon nach Zufiigen 
von Formaldehyd und konzentrierter HCl eine rotviolette Farbe, die durch 
den spiiteren Nitritzusatz bloB intensiver wird. 

2) Vgl. O. Firth und A. Fischer, diese Zeitschr. 154, 1. 








120 Fr. Lieben u. D. Laszlo: 


scheinlich (wenn auch nicht unbedingt gewil) machen wiirde, dali aber 
hei Divergenzen von den stéchiometrischen Verhaltnissen man das Ab- 
klingen der Millonfarbe ganz ebensogut auf bloBbe katalytische Stérung 
der Reaktion durch anderwarts adsorbiertes Jod zuriickfiihren kann. 
Kin Verschwinden der Millonreaktion bedeutet durchaus nicht unbedinat 
eine Substitution des T yrosins. 

Unsere Resultate gibt die folgende Tabelle wieder (Technik der 
Methode s. die zitierte Arbeit): 


Tabelle V. 





A B c D E F (=C—E) G 
Tyrosine Ty Tyrosin, das 
Nr,  Jodgehalt Jodcassin =" Jodgehalt ion ‘Millon Tyrosia hatte vers 
es in 10 ccm (Casein der Probe noch vor- vee schwinden 
Jodcaseins Lésung ery ic omiiens schwunden sollen, 
Tyrosin) 1 Tyr. : 24 
Proz. e 8 g ry £ & 
l | 1.2 0.073 0.0044 0.0009 | 0.0028 0.0016 0.0006 
2 18 0.110 0.0066 00020 0.0027 0.0039 0.0014 
3 2,5 0.101 0.0061 0.0025 0.0020 0,0041 0.0018 
4 43 0,098 0.0059 0.0042 0.0017 0,0042 0.0030 
5 5,2 0.041 0.0024 0,0021 0,0010 0.0014 0.0015 
6 6.0 0,095 0.0057 0.0057 0.0013 0.0044 0.0041 
7 9.4 0.051 0.0031 0.0048 0.0013 0.0018 0.0034 
8 10,8 0,127 0.0076 | 0.0137 0.0010 00066 0.00097 
9 11,5 0.097 0.0058 | 0.0112 0.0011 0.0047 0.0089 


Wir sehen aus der Tabelle V, daB 1. alle Jodcaseine noch einen 
mehr oder minder starken positiven Millon geben, daB 2., wie der Ver- 
gleich der Kolonnen F und G ergibt, das Abklingen der Millonfarbe 
nicht mit dem Jodgehalt proportional geht. Bei Kérpern mit niederem 
Jodgehalt ist die Abschwichung der Farbe zu stark, bei Koérpern mit 
héherem Jodgehalt zu schwach, und zwar trifft dies unabhangig von 
der Darstellungsart des Jodkérpers zu. [Der Koérper Nr. 7 (9.4 Proz.) 
wurde wiederholt umgefallt, bis er als ,,.Endprodukt*™ resultierte, die 
Koérper Nr. 8 und 9 wurden nur mit Wasser und Alkohol behandelt. | 
Ein SchluB auf Jodbindung an Tyrosin lat sich also nicht ziehen. 
Stéchiometrische Verhaltnisse kommen keinesfalls in Betracht, wenn 
auch eine partielle Bindung vorkommen mag, fiir die die Existenz von 
Dijodtyrosin spricht und die Auffindung dieser Substanz, wenn auch 
in minimalen Mengen, im Jodcasein durch Oswald'). 


Zusatz von freiem Jod zu reiner Tyrosinlésung schwacht den Millon 
ab, jedoch nur nnbetrachtlich. Wit kénnen aber auch hier nicht sagen, was 


') A. Oswald, Zeitschr. f. physiol. Chem. 74, 290. 
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vorgegangen ist: chemische Bindung oder katalytische Hemmung; ein 
Proportionalitat zwischen Jodzusatz und Farbeabschwachung _ bestelit 
jedenfalls nicht. 

Die angefiihrten Versuche lassen die Méglichkeit einer partiellen 
Bindung oder Anlagerung von Jod an Tyrosin offen, doch lassen sie 
keinerlei stéchiometrische Beziehungen erkennen. 


V. Hydrolysenversuche. 


Der Wunsch, uns iiber die Rolle bestimmter Aminosiuren bei der 
Jodierung zu informieren, veranlabte uns schlieBlich, eine Reihe von 
Hydrolysenversuche anzusetzen. Es drangt sich z. B. die Frage auf, 
ob nach der durch Hydrolyse von Casein vollzogenen Zerstérung von 
Tryptophan das Hydrolysat Jod aufnehmen wiirde und ob die Auf- 
nahme zu bestimmten Aminosiuren (Tyrosin, Histidin) in Beziehung 
gebracht werden kénne. Es ergab sich in wiederholten Versuchen, 
daB nach der Hydrolyse mit 25 Proz. H,SO, und Neutralisation der 
Saure mit Atzbaryt das Filtrat nach Zerstérung des Tryptophans 
ganz deutlich Jod aufnimmt, aber viel weniger als dem Tyrosin- oder 
gar dem Tyrosin- + Histidingehalt des Caseins entspricht. 

Ein Filtrat (entsprechend urspsiinglich 2 g Casein) sollte verbrauchen 
fiir Tyrosin & 6 Proz.: 13,4 cem n/10 J, fiir Histidin & 4 Proz. 8,6 cem, 
Summe 22,0 cem n/10 J; faktisch verbrauchte es: nach 10 Minuten einige 


Tropfen n/10 J, nach 20 Minuten I cem n/10 J, nach Stehen iiber Nacht 
5eem n/10 J, 10 cem bleiben auch bei tagelangem Stehen unverbraucht. 


Also auch hier ist keine quantitative Beziehung wahrzunehmen 

Bei Hydrolyse von Jodcaseinen ergab sich zunichst, als Korper 
mit 1,5 bis 2 Proz. J mit 25 Proz. H,SO, hydrolysiert wurden und im 
Hydrolysat nach Neutralisierung mit Atzbaryt (wie oben) das Jod nach 
Blum und Gruetzner bestimmt wurde, dab die Hydrolyse den Jodwert 
nicht dndert. Die Voisenetreaktion auf Tryptophan war negativ, was 
auf Zerstérung des Tryptophans hinweist, da ja Jodcasein von 2 Proz, 
(s. oben, Tabelle IV) noch ungeschwachten positiven Voisenet gibt. 
Eine weitere Aufnahme von Jod durch das Hydrolysatfiltrat fand 
nicht statt. 

Als wir nun die Hydrolyse mit 25 Proz. H,SO, auf Koérper mit 
héherem Jodgehalt erstreckten, trat als neue Erscheinung eine Sublima- 
tion von freiem Jod in den Kihler auf, und zwar angefangen bei Koérpern 
von etwa 4 Proz. Jod. Dabei sublimierte stets nur ein Teil des in dem 
Kérper enthaltenen Jods, der Rest lie sich in dem Hvydrolysat nach 
Neutralisation und Eindampfen im Eiseatiegel nach Blum und Gruetzner 
bestimmen. Das sublimierte, mit K J-Lésung aus dem Kiihler heraus- 
gespiilte Jod gab, zusammen mit dem so gefundenen Jod des Riickstandes, 
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in befriedigender Ubereinstimmung (s. die folgenden Beispiele) die 
Summe des in der eingewogenen Substanz enthaltenen Jods'). 

Es war nun zu untersuchen, in welcher Form dieses restliche, nicht 
frei gewordene Jod vorhanden war; zu diesem Zwecke wurde das Hydro- 
lysat mit AgNO, gefillt. Es fiel ein schwarzlicher Niederschlag, den 
wir zunachst als durch Melanoidine geschwarztes Jodsilber betrachteten, 
zumal der so (aus dem Faktor J/AgJ) berechnete Wert sich mit dem 
Wert des sublimierten Jods meist leidlich gut auf den Gesamtjodgehalt 
des Jodkérpers erginzte. Trotzdem war fast stets eine kleine Diskrepanz 
vorhanden, und zwar war der Wert Jod, aus AgJ berechnet, héher als 
die Differenz: Gesamtjod minus sublimiertes Jod betrug. Diese Dis- 
krepanz verschwand auch nicht, als wir denselben Vorgang bei einem 
Hydrolysat von reinem Casein vornahmen und den (sehr spirlichen) 
Niederschlag von Ag-Salzen irgendwelcher Aminosauren, entsprechend 
umgerechnet, vom Ag-Salzgewicht der Jodcaseinhydrolysate abzogen ; 
trotz dieser stets vorgenommenen Korrektur war der so berechnete 
Jodwert plus dem sublimierten Jod immer etwas héher als der nach 
Blum-Gruetzner in der urspriinglichen Substanz gefundene. 

Es wurde schlieBlich auch in dem Silberniederschlag selbst eine Be- 
stimmung nach Blum-Gruetzner versucht und _ tatsiichlich weniger Jod 
gefunden als dem Faktor J/AgJ entsprochen hatte (in Ubereinstimmung 
mit der Bestimmung in dem _ ungefillten, eingedampften Hydrolysat, 
bzw. mit der urspriinglichen Substanz). Es wurden z. B. in einem Hydrolysat 
von 2,68 g Jodsubstanz & etwa 7,5 Proz. Jod gefunden: 0,3324g Ag-Salz 
minus 0,020 g (umgerechnete Korrektur) 0.3124 g¢ Ag-Salz. 
0,3124¢ als Ag J berechnet, geben . 0,169g Jod,ie. 6,4 Proz. der Substanz, 

es sublimierten . . . . . 0,048g¢ |. i.e. 17 ,, = 
0.2172 Jod, i. e. 8,1 Proz. der Substanz, 
statt 7,5 Proz. 


Die direkte Bestimmung nach Blum-Gruetzner im Ag-Salz gab ent 
sprechend umgerechnet: 0,140g Jod, i. e. 5,5 Proz. der Substanz, 
5,5 + 1,7 = 7,2 Proz. 


Der zunachst liegenden Annahme, da das Jod in Substanzen von 
iiber 4 Proz. in zwei Formen auftrete, einer locker gebundenen, sublimier- 
baren und einer festeren, die durch Hydrolyse irgendwie in lonenform 
iibergehe, stand nun aber nicht nur die eben erwaihnte kleine Diskrepanz 


') Um ein eventuelles Entweichen von Jod durch den Kiihler zu ver- 
hindern, wurde eine Vorlage mit K J-Lésung mittels Glasrohr an den Kiihler 
angeschaltet, doch fanden sich darin stets nur minimale Jodmengen. Es 
konnte sich auBerdem noch Jod in den bei Filtration des Hydrolysats auf 
dem Filter verbleibenden Melanoidinen finden; daher wurde das Filter 
stets ‘mit KJ ausgewaschen, jedoch niemals bestimmbare Mengen freien 
Jods vorgefunden, auch eine Bestimmung nach Blum-Gruetzner (fiir gebun- 
denes Jod) war negativ. 
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im Jodwert (als AgJ berechnet) im Wege, sondern auch die Tatsache, 
dab die Jodkérper iiber 4 Proz. J, die Sublimation zeigten, nicht etwa 
nur den CberschuB iiber 4 Proz. als frei in den Kiihler abgaben, sondern 
meistens bedeutend mehr, und zwar hing dies von der Konzentration 
der verwendeten Siure ab. In dem obigen Beispiel waren 5 Proz. H, SO, 
verwendet worden; wurde aber dieselbe Gewichtsmenge (2,68 g) des- 
selben Jodkérpers (& 7,5 Proz. Jod) mit 30.Proz. H, SO, behandelt, so 
sublimierten 6,2 Proz. in den Kiihler und bei Verwendung von 25 Proz 
H,SQ, war gewohnlich ein ahniicher Bruchteil als frei bestimmbar. 
Es erschien also nicht méglich, dem Wert von 4 Proz. eine besondere 
Bedeutung als Grenzwert zwischen fester und lockerer gebundenem 
Jod beizulegen. Wiirde man nun auch diese Grenze aufgeben und 
zunachst eine einheitliche Bindung annehmen, so ware doch tiberhaupt 
noch nicht recht verstandlich, wie die Saure ein irgendwie organisch 
verankertes Jod in Lonenform iiberfiihren sollte ; eine partielle Reduktion 
von urspriinglich einheitlich adsorbiertem Jod zur Llonenform ist un- 
vorstellbar, eher kénnte man an eine partielle Oxrydation des zunachst 
insgesamt in lonenform tibergefiihrten Jods zu freiem Jod denken, und 
zwar nach Mabgabe der Schwefelsiurekonzentration, wie es der oben 
erwihnte Versuch zeigt. Aber auch das ist ausgeschlossen, da_ bei 
Hydrolyse mit konzentriertem HCl gleichfalls Sublimation auftritt, 
wobei eine derartige Oxydation wohl kaum anzunehmen ist. Wir haben 
die reine Konzentrationswirkung der Saure vor uns, sowohl der Einfluls 
der Temperatur (Differenz der Siedepunkte von 5 Proz. und 30 Proz. 
H,SQ,) als der Zeit!) lieB sich durch Versuche als irrelevant aus- 
schalten. Je konzentrierter die Saure, um so gréBer war der sublimierte, 
um so kleiner der durch AgNO, fallbare Anteil. Wurde 40 proz. HC! 
angewendet, wobei dann der letzte Anteil natiirlich nicht bestimmt 
werden konnte, so ergaben auch Jodkérper unter 4 Proz. Sublimation. 
Z. B. sublimierten von emem Koérper mit: 


Ry eee. Fg .1«.s i vs» « « SP Pee 
’ a ina Ga a She ee, SP ee 


Wir muBten so die Vorstellung von der Umwandlung von Jod in 
lonenform fallen lassen und erkliren uns die Erscheinungen folgender- 
maBen: Alles Jod befindet sich in ahnlicher, aber verschieden starker 
Bindung an Aminosiuren verankert; je nach der Saurekonzentration 
wird es in wechselnder Menge von dieser Bindung befreit, wobei dieser 
Vorgang um so leichter eintritt, je mehr Jod sich in dem Koérper befindet. 
Wir miissen uns vorstellen, daB das Jod zunichst (beim ersten Zusatz) 
die festeren Bindungen aufsucht, bei weiterem Zusatz aber immer 


') Natiirlich wurde die Hydrolyse stets bis zur vélligen Desintegration 
durchgefiihrt, bei der 5proz. H,SO, durch 80 Stunden. 
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lockerer verankert wird. Je konzentrierter die Saure, um so feste1 
gebundenes Jod vermag sie loszulésen, worauf das losgeléste Jod sofort 
in den Kiihler sublimiert. Ein gewisser Teil des Jods bleibt aber im 
Verband der Aminosauren, und diese Jodaminosduren werden als Silber- 
salze gefallt. 

Um irgend eine Basis fiir eine Berechnung zu haben, wurde zunichst 
angenommen, dali zwei Atome Jod in ein Mol Tyrosin-Ag-Nalz ein- 
treten, wobet aber nicht vorausgesetz2t werden soll, dap dies die haupt- 
sichliche oder gar einzige Bindungsmdglichkeit fiir Jod an die Amino- 
sduren darstellt; wir nehmen vielmehr, wie gesagt, an, dap es ihrer sehr 


viele verschiedenartige gibt 


Tabelle V1. 





1 2 3 4 5 i) 7 ‘ 
= S 2 BI 2 ce _ 
N 42 2 <= Sublimiertes . sebundones ? nd als: Dijod: jod 
Nr 35 Séure 64 32 lod Jod als AgJ Terscinahe berechnet 
23 “5 ZS berechnet berechnet. aus 1 minus 5 
Proz Proz. Stdn. Proz. 2 Proz. g Proz. 2g Proz 2g 
1 | 12 ,/H,SO,| 2 48; — _ — = aia —_ me 
2116 HC} 49 10 OS OOLO . — — . 13 0.054 
3. 1,7 |H,SO,,| 25 | 30 — — 18 0062 16 O04 17 0.059 
4/36 }>H,SO,| 2 32 — — 38 0126 32 0106 36 0119 
5 3.6 Hc] | 40' 1 25; 0052 — — o— -_ Ll 0.075 
6 42 H,SO,; 25 24 25 | 0,085 18 0,058 16 0,050 1,6 0,050 
7 | 5,2 |H,SO,; 25 24 23 | 0,090, — — — — 29 O10 
8 60 H,SO,/ 25 24 40 0061 2.0 0,029 18 0026 2,0 0,028 
9 75 }H,SO,| 30 24 62 0165 25 0068 22 0060 13 9,036 
0) 75 H,SO,) 5 80 1,7 | 0048 64 0169 55 O147 58 0154 
11 | 9,1 |H,SO,; 25 | 23 69 | 0,240 — - “ 22 0.078 
12) 91 HCl 40 12 76 /|0057 — — - 15 O10 


Wir sehen, das die Berechnungsart des Jodwertes der Silbersalze 
als Dijod-Tyrosinsilber (der Differenz: Gesamtwert nach Blum-Gruezner 
minus eventuell sublimiertes Jod) mindestens ebensogut und vielfach 
besser entspricht, als wenn das Silbersalz als AgJ betrachtet wird. 
Die oben erwihnte Diskrepanz wird meist kleiner, bleibt allerdings in 
anderen Fillen (wie z. B. in 9) bestehen: hier muB erinnert werden 
daB ja die Berechnung als Dijod-Tyrosin-Ag nur einen Notbehelf dar- 
stellt und da3 die Silbersalze faktisch wohl eine mannigfaltig wechselnde, 
durchaus nicht einheitliche Zusammensetzung aufweisen diirften. 

Nur die Tatsache. da} Kérper unter 3,8 bis 4 Proz. Jod mit 25 Proz. 
H,SO, keine Sublimation zeigen, waihrend héher jodierte Koérper mit 
derselben Siure bedeutend mehr als den UberschuB iiber 4 Proz. in den 
Kiihler sublimieren, laBt sich anch durch unsere Vorstellungsart nicht 
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befriedigend erklaren. Es wire vorstellbar, dai in hochjodierten 
Korpern der gréBte Teil des Jods lockerer gebunden ist als das gesamte 
Jod in nieder jodierten Koérpern. 

Die Hydrolysenversuche deuten in keiner Weise auf einen Grenzwert 
hin, der fester und lockerer qebundenes Jod scheiden wiirde Die obige 
Tabelle VI verdeutlicht diese Tatsache, die auch gegen cine spezielle 
stichiometrische Beziehung zwischen Jod- und Tyrosingehalt des 
Caseins spricht. 

Zusammenfassung. 

1. Es erwies sich als nicht méglich, den Verlauf der Jodierung 
des Caseins derart in eine Regel zu bringen, da sich daraus eine stéchio- 
metrische Beziehung zu einer oder mehreren Aminosiuren ergeben 
konnte. 

2. Vielmehr laBt sich der Vorgang als Adsorption erklaren, und 
zwar sowohl bei (zum Teil noch gefarbten) Jodcaseinen, die an Wasser 
und Alkohol kein Jod mehr abgeben, als bei solchen, die nach mehr- 
facher Umfallung aus verdiinnter Na,CO ,, eventuell 5 proz. Natrium- 
sulfitlésung, kein Jod verlieren und rein weibe Farbe zeigen. Die in 
letzterem Falle trotz stark steigenden Zusatzes schlieBlich nur sehr 
langsam steigenden Jodwerte bewegen sich wohl um den Wert fiir 
Tyrosin (2 Jod: 1 Tyrosin), doch kann eine stéchiometrische Beziehung 
daraus weder fiir diese noch fiir eine andere Aminosiure abgeleitet 
werden. 

3. Ebensowenig ergibt sich eine solche aus der Verfolgung des 
quantitativen Millonverfahrens fiir Tyrosin und der Voisenetbestim- 
mungsmethode fiir Tryptophan bei Jodcaseinen. 

4. Die Hydrolysenversuche zeigen, da ein, je nach der Konzen- 
tration der verwendeten Saure, gréBerer oder kleinerer Teil des Jods 
in den Kihler sublimiert, waihrend der Rest im Hydrolysat durch 
Silbernitrat gefallt werden kann. Dies laBt jedoch nicht etwa auf 
zweierlei Jodbindungen im Eiweib schlieBen, wie ausfiihrlich besprochen 
wird, sondern kann durch eine einheitliche, wenn auch verschieden 
starke Bindung des Jods an Aminosauren erklart werden; je mehr Jod 
zugesetzt wird, um so weniger fest wird es gebunden bzw. um so leichter 
kann es durch Saure (auch von geringer Konzentration) aus der Bindung 
befreit werden (worauf Sublimation erfolgen kann). Méglicherweise 
ist in hochjodierten Kérpern der gr6éBte Teil des Jods lockerer gebunden, 
als das gesamte Jod in niedrig jodierten Kérpern. 

Wir beabsichtigen, unsere Untersuchungen auf das Verhalten 


von Jod gegeniiber wasserléslichen Proteinen (Albuminen) zu erstrecken. 








Notiz iiber die Jodverteilung in Abbauprodukten der Schilddriise. 


Von 
Nikolaus Abelles und Hans Popper. 


(Aus der chemischen Abteilung des Wiener physiologischen Universitats- 
instituts. ) 


(Eingegangen am 30. Marz 1925.) 


Die Erforschung des physiologisch wirksamen Bestandteils der 
Schilddriise hat bekanntlich in jiingster Zeit durch die Entdeckung 
des Thyroxins durch Kendall einen wesentlichen Fortschritt erfahren, 
insofern es diesem gelungen ist, eine physiologisch wirksame kristallisierte 
Substanz durch Alkaliabbau der Schilddriise zu isolieren. Es ist aber 
noch nicht bekannt, ein wie groBer Anteil des im Schilddriiseneiweib 
enthaltenen Gesamtjods tatsachlich auf die Thyroxinfraktion entfallt, 
und es erscheint der Vorgang von Redonnet'), der einfach den Thyroxin- 
gehalt der Schilddriise in der Weise festzustellen versuchte, daB er 
in dieser das Gesamtjod bestimmte und auf die Thyroxinformel be- 
rechnete, vorlaufig in keiner Weise ausreichend begriindet. 

Andererseits ist bekannt, daB Baumann?) durch Zerkochen von 
Schilddriise mit Saéure und Extraktion des saureunléslichen Riick- 
standes mit Alkohol eine bis zu einem gewissen Grade gleichfalls wirk- 
same Substanz, das Jodothyrin isoliert hat, welches dezennienlang fiir 
den physiologisch wirksamen Bestandteil der Schilddriise gegolten hat. 
Fiirth ist der Meinung. daB das Baumannsche Jodothyrin in innigstem 
Zusammenhang mit dem Melanoidinen Schmiedebergs steht. welche 
Kondensationsprodukte zyklischer Verbindungen darstellen. 

Wir haben es uns zur Aufgabe gemacht. festzustellen, ein wie 
groBer Bruchteil der Gesamtmenge des Schiiddriisenjods einerseits im 


') Tomas Alday Redonnet, Chem. Centralbl. 1924, IT, 2535 (C. r. soe. 
de biol. 91, 816—817. Madrid Fac. de med.). 

2) E. Baumann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 21, 319, 481, 1895; 22, 1, 
1896; E. Roos, ebendaselbst 21, 19, 1895; 22, 18, 1896; 25, 1, 242, 1898; 
26, 429, 1898. 
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Baumannschen Jodothyrin (Versuchsserie A), andererseits in jenen 
Fraktionen sich findet, die in den Alkaliabbauprodukten (in Anlehnung 
an den Vorgang nach Kendall) erhalten werden (Versuchsserie C) 
Es wurden zwei Versuche angeschlossen zur Feststellung des Jod- 
gehalts, der durch Salzsiurehydrolyse aus Schilddriisensubstanz ge- 
wonnenen Melanoidine. 


Bei den Jodbestimmungen gingen wir-nach dem von Blum und 
(rriitzner') angegebenen Verfahren vor. Als Ausgangsmaterial diente 
uns ein gut entfettetes, getrocknetes und fein pulverisiertes tierisches 
Schilddriisenpraparat, das wir der Liebenswiirdigkeit des Herrn 
Dr. Emil Lenk verdanken. 


A. Verfahren nach Baumann. 


1. 10g Schilddriisenpraparat (Jodgehalt 0,25 Proz.) wurden 6 Stunden 
lang mit der vierfachen Menge 10proz. H,SO, gekocht, dann in Eiswasser 
abgekiihit; der s&ureunlésliche Riickstand wurde gesammelt, getrocknet 
und das Jod bestimmt. Es fanden sich 8,64 bzw. 8,13 mg Jod, i. e. 34,5 
bzw. 32,5, im Mittel 38,5 Proz. des Gesamtjods. Alle folgenden Prozentzahlen 
beziehen sich auj das Gesamtjod des Prdparats. 

2. 10g Schildriisenpraparat (Jodgehalt 0,25 Proz.) wurden wie oben 
behandelt. Der Riickstand mit 95proz. Alkohol durch mehrmaliges Kochen 
extrahiert. Im Extrakte, welcher zum Zweck der Jodbestimmung ein- 
gedampft wurde, fanden sich 8,64 bzw. 8,08 mg Jod, i. e. 34,5 bzw. 32,3, 
im Mittel 33,4 Proz. des Gesamtjods. Es wird also durch Alkohol der im 
siureunléslichen Riickstande enthaltene Jodkérper zur Gdnze extrahiert. 


3. 5g Schilddriisenpraparat (Jodgehalt 0,217 Proz.) wurden nach 
Baumann, siehe A 2, behandelt, doch wurde zu H,SO, | g Formaldehyd 
zugesetzt. Die Extraktion mit Alkohol wurde im Soxhlet vorgenommen. 
Im Alkoholextrakt fanden sich 0,45 bzw. 0,51 mg Jod, i. e. 4,1 bzw. 4,7, im 
Mittel 4,4 Proz. (Vgl. hingegen Versuch B, 2). 


B. Jod in den Melanoidinen. 


1. 10g Schildriisenpriparat (0,25 Proz. Jod) wurden in 100 cem 
20proz. HC] 48 Stunden hydrolysiert. Der Riickstand wurde gesammelt 
und wies einen Jodgehalt von 3,4 bzw. 3,4 mg Jod auf, was 18,6 Proz. des 
Gesamtjods entspricht. 

2. Gortner fand vermehrte Melanoidinbildung bei Zusatz von Form- 
aldehyd zur Hydrolysenfliissigkeit. Wir wiederholten den obigen Versuch 
unter Beigabe von Formaldehyd (1 g) zur Hydrolysenfliissigkeit und fanden 
5,2 bzw. 5,5 mg Jol, i. e. 20,8 bzw. 22, im Mittel 21,4 Proz, des Gesamtjods. 
Es zeigt sich somit bei Zusatz von Formaldehyd eine Vermehrung des Jod- 
gehalts dieser Fraktion um etwa 50 Proz., die also mit der Vermehrung der 
Melanoidine selbst parallel zu gehen scheint. 


1) Blum und Griitzner, Zeitschr. f. physiol. Chem. 85, 429; 91, 392; 
vgl. Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethoden, Abt. 1, 3, 836ff. 
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Es entsteht aus der in der Driise enthaltenen physiologisch wirk- 
samen Substanz, welche dem Tryptophan nahesteht, durch Zerkochen 
mit Saure ein Kondensationsprodukt, Baumanns Jodothyrin, das die 
Wirksamkeit bis zu einem gewissen Grade bewahrt hat. Nach der 
Meinung von Fiirth ist das Jodothyrin nichts anderes als ein Zwischen- 
produkt zwischen der in der Driise enthaltenen physiologisch wirksamen 
Substanz und den Melanoidinen. Nun wird die Melanoidinbildung durch 
Formaldehyd verstarkt, wobei der sonst alkoholextrahierbare Anteil. 
das Jodothyrin. offenbar schneller in Melanoidine itibergefiihrt wird 
und daher durch Alkohol nicht mehr extrahiert werden kann (Ver- 
such A, 3.). 

C. Alkalihydrotyse. 


1. 10g Schilddriisenpraparat (0,25 Proz. Jod) wurden durch kurz- 
dauerndes Erwiirmen in etwa 220 cem 5proz. NaOH gelést, durch Filtrieren 
tiber Glaswolle von den unléslichen Bestandteilen befreit und durch H,SO, 
neutralisiert. Nun wird kurz aufgekocht, der Niederschlag gesammelt, 
wobei das bei der Neutralisation gebildete Na,SO, durch Nachwaschen 
gelist wird, und das Jod bestimmt. Es finden sich 7 bzw. 7.3 mg Jod, 
i. e. 28 bzw. 29, im Mittel 28,5 Prez. des Gesamtjods. 

2. Wie oben; doch wurden zur Lésung statt 5 proz., 10 proz. Lauge ver- 
wendet. Die Jodbestimmung ergibt 5,1 bzw. 5,3 mg Jod, i. e. 20,5 baw. 21, 
im Mittel 20,7 Proz. des Gesamtjods. 

3. Wie oben, doch wurden zur Lésung statt 5 proz., 30 proz. Lauge 
verwendet. Die Jodbestimmung ergibt 4,7 mg Jod, i. e. 18,8 Proz. des 
Gesamtjods. 

4. Der Niederschlag im Versuch C, 1. wird durch salzséurehaltigen 
Alkohol (5 Proz. HCl) extrahiert. Der alkoholische Extrakt wird einge- 
gedampft und auf Jod gepriift. Es finden sich 4,1 bzw. 4,9 mg Jod, i. e. 18 
bzw. 19,6, im Mittel 18,8 Proz, des Gesamtjods, also mehr als die Halfte des 
in der Fallung des Versuchs enthaltenen Jods (28,5 Proz.). 

5. Der Niederschlag im Versuch C, 1. wird durch alkoholische Natron- 
lauge (5 Proz. NaOH) extrahiert. Der alkoholische Extrakt wird eingedampft 
und auf Jod gepriift. Es finden sich 7 bzw. 6,4 mg Jod, i. e. 28 (25,5), 
im Mittel 26,7 Proz. des Gesamtjods. Durch alkoholische Lauge wird somit 
fast die Gesamtmenge des Jods im Niederschlag extrahiert. 

6a. Der Niederschlag im Versuch C, 2. wird entsprechend dem Vorgang 
Baumanns 6 Stunden in 10proz. H,SO, gekocht und der séureunlisliche 
Riickstand mit Alkohol extrahiert (Sox/et). Im eingedampften Extrakt 
fanden sich 3mg Jod, was 12 Prez. des Gesamtjods der Schilddriise 
bzw. etwa 60 Proz. des im Niederschlag vorhandenen Jods entspricht 
(20,7 Proz.). 

6b. Das Filtrat im Versuche \", 2. wird eingedampft und ebenfalls 
nach Baumann behandelt. Im alkoholischen Extrakte fanden sich nur 
Spuren von Jod. 


Die zwei letzten Versuche zeigen, dab zwischen Jodothyrin und 
Thyroxin ein gewisser Zusammenhang besteht, wie er ja von vorn- 
herein zu erwarten war. Es ergibt sich nimlich, dab aus dem Nieder- 
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schlag der ersten Teilfraktion nach Kendall noch eine Substanz nach 
derselben Methode gewonnen werden kann, wie das Jodothyrin aus 
der Driise selbst. Aus dem Filtrat dagegen laBt sich dies nicht mehr 
erzielen. 

Aus den vorliegenden Versuchen diirfte hervorgehen, dab sowohl! 
bei Behandlung von Schilddriisensubstanz nach Baumann als auch 
schon bei den ersten Stadien des Vorgangs nach Aendal! in den 
betreffenden Fraktionen nicht etwa die gesamte in der Schilddriise 
enthaltene Jodmenge, sondern nur ein Bruchteil, bestenfalls ein Drittel 
des Jods enthalten ist. 
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Zur Kenntnis des Ablaufs der Harnsiureoxydation durch Jod. 


Von 
Wilhelmine Elisabeth Fiirth. 


(Aus der chemischen Abteilung des Wiener physiologischen Universitiits- 
instituts. ) 


(Eingegangen am 30. Mdrz 1925.) 


I. 

Trotzdem die Harnsaureoxydation durch Jod schon seit mehr als 
einem halben Jahrhundert bekannt und vielfach studiert worden ist, 
lauten die Angaben iiber die Art der sich dabei abspielenden Reaktionen 
auch heute noch im héchsten Grade widersprechend, derart, dab es 
zurzeit unmdglich ist, sich auch nur ein annaherndes Bild tiber die 
eigentliche Natur dieses chemischen Vorganges zu bilden. Es erscheint 
dies begreiflich. wenn man in Betracht zieht, daB das Ausmaf des 
Jodverbrauchs durch Harnsdure je nach den Versuchsbedingungen 
innerhalb weiter Grenzen schwankt. 


Der erste Untersucher auf diesem Gebiet, M. Huppert'), der die Reaktion 
zwischen Jod und Harnsiure in alkalischen Phosphatlésungen sich ab- 
spielen lieB, nahm an, daB 1 Molekiil Harnsiure 2 Atome Jod zu binden 
vermag. Die gleiche Relation hat auch Ronchése*) festgestellt, als er die 
Reaktion in schwach alkalischen Medien (Borax, Ammonium- oder Kalium- 
bicarbonat) vor sich gehen lieB. Schon friiher war bei einer im Laboratorium 
Adolt Liebens von Bryk*) ausgefiihrten Untersuchung den diskutierten 
Umsatzgleichungen (s. unten) die gleiche Relation zugrunde gelegt worden, 
die iibrigens annahernd auch bei den Beobachtungen von A. Jolles*) sowie 
von D. Vitali*) wiederkehrt. Das ist nun nicht etwa so zu verstehen, daB 
in allen jenen Fallen, wo freies Jod zu einer Harnsaéurelésung zugefiigt 
worden ist, die Aufnahme wirklich genau 2 Atome Jod pro Molekiil Harn 
saure betragen hatte. Vielmehr sehwanken die Beobachtungen verschiedener 
Autoren innerhalb ziemlich weiter Grenzen (114 bis 2% Atome Jod pro 
Molekiil Harnsiiure). J. Mere*) fand jiingst, wenn er bicarbonathaltige 


') M. Huppert, Arch. f. Heilk. 5, 325, 1864. 

2) 4. Ronchése, C. r. soc. de biol. 1906. S. 504. 

3) E. Bryk, Monatsh. f. Chem, 15, 519, 1894. 

*) A. Jolles, Zeitschr. f. physiol. Chem. 29, 193, 1900, 

5) D. Vitali, Boll. chim. farm. 87, 65; Chem. Centralbl. 1898, I, 665. 
®) J. More, C. r. de l’ Acad. 178, 498, 1924; Ber. f. d. ges. Physiol. 25, 153. 
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Uratlésung mit einem Jodiiberschi8 versetzte und nach Ablauf von 
5 Minuten ansauerte und zuriicktitrierte, einen Verbrauch von 24, Atomen 
Jod auf 1 Molekiil Harnsaure. 

Anders, viel weitgehender und regelmiaBiger scheinen die Reaktionen 
zu sein, die sich vollziehen, wenn man das Jod nicht im fertigem Zustande, 
vielmehr in statu nascendi einwirken laBt. 

Wie seinerzeit J. Kreidl') in Adolf Liebens Laboratorium festgestellt 
hat, vollzieht sich die Einwirkung von Jod in statu nascendi in ganz anderer 
und viel eingreifenderer Weise, als wenn das Jod in fertigem Zustande zu- 

. . . * es . + - ° 
gesetzt wird. Wurde einer Harnsdurelésung ein Uherschu8 von Kalilauge 
zugefiigt, nunmehr titrierte Jodlésung bis zum Eintritt einer Gelbfarbung 
zugesetzt, sodann sofort mit Salzsiure angesiiuert und mit Thiosulfat 
in tiblicher Weise zuriicktitriert, so ergab sich, daB 1 Molekiil Harnsiure 
im Mittel 3,5 Atome Jod verbraucht. Der Autor diuBerte sich dahin, dab 
man auf diese Weise die kleinsten Mengen Harnsiure titrimetrisch be- 
stimmen kénne. 

Basierend auf dieser Feststellung, haben tatsachlich O. Fiirth, 
Josepha Urbach und Paul Wermer*) ein jodometrisches Verfahren zur 
Bestimmung der Harnsiure im Harne ausgearbeitet. Dabei wird die 
Harnsaiure als Ammoniumurat gefallt (nach dem Vorgang von Cohen- 
Tervaert), mit Hilfe der Zentrifuge abgetrennt und sodann nach dem 
Vorgang von J. Kreidl titriert. Zahlreiche Bestimmungen ergaben 
fiir kleine Harnsiuremengen (0,006 bis 0,010 g) sehr regelmabig einen 
effektiven Jodverbrauch von 3,35 bis 3,82, im Mittel 3,58 Atome 
Jod pro Molekiil Harnsaure, derart, dab man tatsachlich den Eindruck 
gewinnt, dal die Reaktion einem definierten Endzustande zustrebt. 

Uber die bei der Jodoxydation der Harnsiure sich vollziehenden 
chemischen Vorginge sind die Angaben héchst spirlich und wider- 





sprechend. 

Bryk (|. c.) hat fiir die Aufnahme von 2 Atomen Jod pro Molekiil 
Harnsiure die Formulierung 2 KOH + J, = 2KJ + H,O + O, 
C;H,N,O, + H,O + O = C,H,N,O, + CO, versucht. Dabei miibte 
also ein Molekiil Harnsdiure glatt in je ein Molekiil A//antoin und ein 
Molekiil Kohlensdure zerfallen. Die erzielten Ausbeuten betrugen aber 
tatsichlich weniger als die Halfte. 

Vollig abweichend ist wiederum die Formulierung von Vitali (1. c.) 

! NH—C O 
C,;H,N,O, + 2J + 2H,0O = CO<cna +CcOo bo + 2HJI 
NH—C O 
wobei es sich angeblich um einen glatten Zerfall zu Harnstoff und 
Alloxan handelt. 


1) J. Kreidl, Sitzungsber. d, Akad. d. Wissensch., 102, [1 b, 93. Wien 1893. 
2) O. Firth, J. Urbach und P. Wermer, diese Zeitschr. 141, 236, 1923. 


g* 
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Da®B in Wirklichkeit die sich hier abspielenden Vorgiange (ab- 
gesehen von dem diametralen Widerspruch zwischen den Angaben 
der beiden letztgenannten Autoren) um sehr vieles komplizierter sind, 
ist aus den eingehenden Untersuchungen von J. More (l.c.) klar zu 
ersehen. Dieser nimmt an, dab bei Aufnahme von 2 Atomen Jod pro 
Molekiil Harnsiure in bicarbonathaltiger Lésung die Harnsaure zu- 
nichst in einen Zwischenkérper verwandelt werde, der sich durch 
Essigsiure zu Allantoin abbauen laBt, in bicarbonathaltiger Lésung 
aber unter anderem Ovalsdureureid gibt. Bei Oxydation in starker 
alkalischer Lésung soll dagegen unter komplizierten Umsetzungen neben 
verschiedenen Ureiden die Verbindung 

NH—-C=N-—CO—NH, 
co 
‘NH—CO 
das Amid der Allantoxansdure 
NH—C=N—COOH 
co l 
NH—CO 
als labiles Zwischenprodukt auftreten. 

Welcher Natur nun immer diese labilen Zwischenprodukte sein 
mégen, so ist anscheinend die Frage bisher gianzlich unbeantwortet 
geblieben, welchem Zustande die maximale Harnsdureoxydation durch 
Jod nach J. Kreidl unter Aufnahme von etwa 3 Atomen Jod pro Molekiil 
Harnsdure zustrebt, einem Zustand, der immerhin stabil genug ist. 
daB O.Fiirth und seine Mitarbeiter ein jodometrisches Harnsiure- 
bestimmungsverfahren darauf basieren konnten. 

Ich habe mich daher, auf Veranlassung von O. Fiirth, durch eine 
Reihe von Versuchen bemiiht, einen Beitrag zur Klarung dieser Frage 
beizubringen und vor allem festzustellen, in welche Form die Haupt- 
menge des Harnsdurestickstoffs denn eigentlich iibergefiihrt sei, nachdem 
der erwahnte stabile Endzustand einmal eingetreten ist. Die Frage aber, 
wie und iiber welche Zwischenprodukte dieser Endzustand erreicht 
wird, wird in,dieser Untersuchung vollig beiseite gelassen. 


IL. Vorversuche iiber das AusmaB der erzielbaren Jodaufnahme der Harnsaure. 

Da sich die Versuche von Kreid/ einerseits, von Fiirth, Urbach 
und Wermer andererseits auf sehr geringe Harnsdiuremengen, meist 
nur Milligramme, beziehen, muBte zunachst durch Vorversuche das 
Ausmaf des beim Arbeiten mit gréferen Harnsiuremengen tatsiachlich 
erzielbaren Jodverbrauchs festgestellt werden. 


a) 2g Harnsiure wurden in 100 cem n NaOH in der Warme gelést. 
Andererseits wurden 5,26g Jod mit 10g Jodkalium in 200cem Wasser 
gelést und diese Lésung langsam und in kleinen Portionen zu der Harnséure- 
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lésung hinzugefiigt. Schon nach Zusatz von etwa der halben Fliissigkeits- 
menge war Gelbfarbung bemerkbar. Es wurde nun kurze Zeit miBig 
erwarmt, wobei die Gelbfarbung wieder verschwand. Es wurde nun auf 
| Liter aufgefiillt und tiber Nacht stehengelassen. Am niichsten Tage 
wurde ein aliquoter Teil mit Salzsaure angesauert und das frei gewordene 
Jod unter Zusatz von Stirkekleister mit n,10 Thiosulfat zuriicktitriert. 
Nach Umrechnung ergab sich fiir 1g Harnsiiure 1,73 ¢ Jod, das sind 
fiir | Mol. Harns&iure 2,3 Atome Jod. 

b) 1g Harnsiure in 50cem n NaOH in der Wiarme gelést. Anderer- 
seits wurden 2,63 g¢ Jod in Wasser unter Zusatz von 5g Jodkalium gelist 
und die Lésung mit Natronlauge bis zur hellgelben Farbung versetzt. 
Beide Lésungen wurden zusammengegossen, auf 4, Liter aufgefiillt, jedoch 
nicht sogleich, sondern erst am néachsten Tage ein aliquoter Teil nach 
Ansituern mit Salzsiure titriert. Der Jodverbrauch betrug hier: fiir Ig 
Harnsiure 1,65 g Jod, das sind fiir 1 Mol. Harnsiure 2,20 Atome Jod. 

c) 0,6g Harnsiure in 50cem n NaOH gelést. Andererseits 2,50 ¢ 
Jod in Wasser unter Zusatz von 5g Jodkalium gelést, die Lésungen zu- 
sammengegossen, auf 250 cem aufgefiillt. 

Ein aliquoter Teil (50 cem), sogleich angesiiuert und titriert, ergab eine 
Jodaufnahme fiir 1 g Harnséure 2,16 g Jod, das sind fiir | Mol. Harnsiiure 
2.88 Atome Jod. 

Ein anderer Teil dagegen wurde erst nach zweitiagigem Stehen bei 
Zimmertemperatur angesiuert und titriert. Die Jodaufnahme betrug 
nunmehr fiir 1 Molekiil Harnsiiure nur 2,27 Atome Jod. 


Wir vermochten sonach die sonderbare, bereits von J. Areidl (1. ¢.) 
beobachtete Tatsache zu bestatigen, daB bei langerer Einwirkung der 
alkalischen Jodlésung auf Harnsaiure der Jodverbrauch nicht, wie 
man erwarten sollte, zunimmt, vielmehr abnimmt. 4A. Jolles (lL. c.) 
hat versucht, diese Erscheinung aus dem Umstande zu erkliren, dab, 
wenn die alkalische Fliissigkeit lingere Zeit stehen bleibt, es durch 
Wechselwirkung des harnsauren Alkalis und des Jodkaliums angeblich 
zu sekundarer Jodabscheidung kommt, welche bei der Titration einen 
effektiven Minderverbrauch von zugesetztem Jod vortauscht. 

Es verhalte sich dies wie immer — jedenfalls gelingt es also nicht, 
indem man die Einwirkungsdauer der alkalischen Jodlésung auf die 
Harnsaure in die Lange zieht, den von uns angestrebten Zustand zu 
erzwingen, nimlich die Aufnahme von etwa 3!', Atomen Jod_ pro 
Molekiil Harnsiure. Es gelang dies nur in der Weise, dab nach Zusatz 
der alkalischen Jodlésung zur alkalischen Harnsaurelésung sogleich 
durch Ansauern der JodiiberschuB frei gemacht, die saure Lésung aber 
erst nach lingerem Stehen titriert wurde, derart, da an eine alkalische 
Phase der Jodeinwirkung eine saure Phase angeschlossen wurde. 


d) Zunachst wie Versuch ¢). Bei Titration sogleich nach dem Arfsiuern 
mit Schwefelsiure betrug Jodaufnahme (aliquote Teile!): fiir 1g Harnsiure 
1.88 ¢ Jod, das sind fiir 1 Mol. Harnsiure 2,51 Atome Jod. 

Nach Stehen iiber Nacht: fiir 1g Harnsiéure 2,71 ¢ Jod, das sind fiir 
1 Mol. Harnsiure 3,62 Atome Jod. 
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Nach einem weiteren Tage bei Zimmertemperatur: fiir |g Harnsiiur 
2.69 g Jod, das sind fiir 1 Mol. Harnsaiure 3,59 Atome Jod. 

e) Ein weiterer analoger Versuch ergab: bei Titration sogleich nach 
dem Ansiuern eine Jodaufnahme (aliquote Teile) fiir 1g Harns&ure 2,38 g 
Jod, das sind fiir | Mol. Harnsiure 3,18 Atome Jod. 

Nach 1 %4stiindigem Stehen der angesiuerten Fliissigkeit fiir 1 g Harn- 
siure 2,61 g¢ Jod, das sind fiir 1 Mol. Harnsiiure 3,48 Atome Jod. 

Nach zweitagigem Stehen fiir 1g Harnsiure 2,50g Jod, das sind fiir 
1 Mol. Harnsiure 3,33 Atome Jod. 

Es bestatigt sich also die Tatsache, daB die Reaktion unter den 
gewohnlichen Versuchsbedingungen einem Grenzzustande zustrebt, der 
durch eine maximale Jodaufnahme von etwa 3', Atomen Jod pro Molekiil 
Harnsdure charakterisiert erscheint. 

Unsere weiteren Versuche galten nun der Frage, ob sich die Natur 
dieses Grenzzustandes irgendwie charakterisieren lasse. 


Ich ging nun weiter derart vor, daB ich in einem !, Liter fassenden 
MeBkolben 1,0 g Harnsaiure in 100 cem n Natronlauge in der Warme 
léste und mit einer Lésung von 4,0 g Jod und 8 g Jodkalium in wenig 
Wasser mischte. Es wurde nunmehr mit lOproz. Schwefelsiure an- 
gesiuert und zur Marke aufgefiillt. 50cem dieser Lésung wurden 
nach sechsstiindigem Stehen mit n/10 Thiosulfatlésung unter Ver- 
wendung von Starkekleister titriert, wobei ein Jodverbrauch von 
2.35 g Jod fiir 1 g Harnsiiure, bzw. von 3,14 Atomen Jod fiir ein Molekiil 
Harnsiiure resultierte. Die restliche (0,8 g Harnsaure in 200 ccm Fliissig- 
keit enthaltende) Lésung wurde nunmehr mit der sich aus der Titration 
ergebenden, zur Jodbindung eben erforderlichen Menge n/10 Thio- 
sulfatlésung versetzt, durch Zusatz von n NaQH gegen Lackmus 
neutralisiert. Das,Gemenge wurde in einen !.-Liter-MeBkolben iiber- 
gespiilt und zur Marke aufgefiillt (Lésung ,.X", 0.8 g Harnsaure in 
500 cem entsprechend). Mit dieser Lésung X wurde nun eine Reihe 
von Versuchen ausgefiihrt. Dieselbe enthielt, wie die Murexidprobe 
ergab, keine Spur unveranderter Harnsiure mehr. 


A. Gehalt von X an lockerem, als Ammoniak abspaltbarem Stickstof/. 


Um festzustellen, ein wie groBer Anteil des urspriinglich in der Harnsiure 
festgebundenen Stickstoffs nunmehr im Reaktionsgemenge als lockerer, 
als Ammoniak leicht abspaltbarer Stickstoff vorhanden sei, wurden 50 ccm 
ven X (0,080 g Harnsiture und demnach 0,027 g Harnsiurestickstoff ent- 
sprechend) in einen Kjeldahlkolben iibertragen, mit Essigsiture schwach 
angesiuert und nunmehr nach Zusatz eines Uberschusses von Magnesia 
im Kjeldahlapparat unter Vorlage von n/10 H, SO, destilliert. Es resultierte 
nur 0,001Lg¢ Stickstoff, entsprechend 4,1 Proz. des Harnsiiurestickstoffs. 
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Es wurden nun 50 cem Kjeldahllauge zugefiigt, die Vorlage gewechselt 
und weiter destilliert. Es gingen jetzt reichliche Mengen von N H, iiber. 
Der Versuch wurde nach 144 Stunden abgebrochen, nachdem bereits etwa 
ein Drittel des urspriinglichen Harnsiurestickstoffs tibergegangen war, 
ohne daB die N H,-Abspaltung zu Ende gelangt wire. 

Das Reaktionsgemenge enthalt also nur sehr geringe Mengen 
lockeren Ammoniakstickstoffs, dagegen in reichlichen Mengen eine 
Substanz, die, etwa nach der Art des Harnstoffs, von starker, kochender 
Natronlauge langsam unter N H,-Bildung zersetzt wird. 


B. Harnstof{bestimmung nach Morner-Sjdquist. 

Zwei Parallelproben zu 50 cem von X (entsprechend je 0,080 g Harn 
siiure, entsprechend 0,0266 g Harnsiurestickstoff) wurden in weithalsigen 
Kolben am Wasserbad auf die Hialfte eingeengt, mit 4g feingepulvertem 
Atzbaryt und mit 100 ccm einer Mischung von 65 cem Alkohol und 35 cem 
Ather versetzt. Nach zweitagigem Stehen bei Zimmertemperatur wurde 
durch ein trockenes Faltenfilter filtriert, mit Alkohol-Athergemenge 
(65: 35) nachgewaschen, der Alkohol-Ather abgedampft und kjeldahlisiert. 
Es resultierten 0,0235 bzw. 0,0214g, Mittel 0,0224g Stickstoff, was 
84,2 Proz. des urspriinglichen Harnsiurestickstoffs entspricht. 

Die Tatsache, dab die Hauptmenge des Harnsaurestickstoffs bei 
der maximalen Jodoxydation als Harnstoff zutage tritt, ist (s. unten) 
spiter mit Hilfe des Ureaseverfahrens sichergestellt worden. Doch 
diirfte schon darum der Mérner-Sjéquist-Stickstoff nicht ahne weiteres 
als Harnstoffstickstoff bezeichnet werden, weil, wie Poduschka') gezeigt 
hat, der Stickstoff aus reinen Allantoinlésungen quantitativ in diese 
Fraktion iibergeht, das Reaktionsgemenge aber, wie von vornherein 
wahrscheinlich war und wie der nichste Versuch auch wirklich zeigt, 
nicht zu vernachlassigende Mengen von Allantoin enthalt. 


C. Allantoinbestimmung nach Wiechowski. 


57 cem der Lésung X wurden mit 5cem l0proz. Schwefelsaure, 5 cem 
Essigsiture und mit einem UberschuB von Phosphorwolframsdure versetzt, 
wobei ein ziemlich reichlicher, amorpher, sich gut absetzender Niederschlag 
ausfiel. Nach mehrstiindigem Stehen wurde ein aliquoter Teil abfiltriert, 
mit Bleioryd unter Umriihren bis zum Eintritt alkalischer Reaktion versetzt 
und sodann mit Bleiessig gefillt. Nach kurzdauerndem Absetzen wurde ein 
aliquoter Teil durch ein mit Kieselgur heschicktes trockenes Faltenfilter 
filtriert, dann mit H,S ertbleit, der Schwefelwasserstoff durch einen Luft- 
strom vertrieben, die Fliissigkeit mit Magnesia gegen Lackmus neutrali- 
siert, scharf abgenutscht, mit Wasser nachgewaschen und das Filtrat 
endlich mit dem ,.Allantoinreagens* (einer Auflésung von 5 g Mercuriacetat 
und 200 g¢ Natriumacetat in 1 Liter Wasser) versetzt. Nach mehrstiindigem 
Stehen wurde der sehr gut filtrierbare Niederschlag abfiltriert, Hg-frei 
gewaschen und kjeldahlisiert. Derselbe enthielt, wie die Umrechnung ergab, 
13.5 Proz. des Stickstoffs der Ausgangsharnsiure. 


') Poduschka, Arch. f. exper. Pathol. 44. 
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Falls tatsachlich das gesamte Allantoin quantitativ in die Mérner- 
Sjéquistfraktion (s. oben) iibergeht, wiirde sich die gefundene Harnsto//- 
ausbeute auf 84,2 — 13,5 70,7 Proz. reduzieren. 


D. Priifung auf die Anwesenheit von Alloxan. 
Dieselbe wurde deswegen vorgenommen, weil, falls die Harn- 
siureoxydation durch Jod nach dem Vitalischen Schema (s. oben) 
vor sich gehen sollte, die Halfte des gesamten Stickstoffs wenigstens 


intermediar als Alloxan 


NH—C O 

| 
co CoO 
NH—C O 


auftreten miiBte. Nun ist das Alloxan leicht selbst in groben Ver- 
diinnungen nachweisbar, da es mit Eisenoxydulsalzen eine tief indig- 
blaue Farbung gibt. Vorproben ergaben, dab diese Reaktion am besten 
so angestellt wird, da man die zu priifende, annahernd neutrale Lésung 
mit einem Tropfen 10proz. Natriumcarbonatlésung, sodann tropfen- 
weise mit verdiinnter Ferrosulfatlésung versetzt und die stérende 
Niederschlagsbildung durch Seignettesalzzusatz beseitigt. Ubrigens 
stért auch die Gegenwart von viel Alkali (5 Proz. NaOH) die Reaktion 
nicht. 

Die Probe fiel nicht nur in dem vorliegenden Reaktionsgemische X, 
sondern auch in den Reaktionsgemischen friiherer Proben (Abschnitt 2, 
Proben a, b, c) stets véllig negativ aus. Wurde die Lésung X dagegen 
mit wenigen Tropfen einer stark verdiinnten Alloxanlésung versetzt, 
so wurde alsbald positive Reaktion erhalten, derart, daB der negative 
Ausfall der Reaktion nicht etwa durch die Gegenwart stérender Sub- 
stanzen, sondern tatsachlich durch die Abwesenheit von Alloxan bedingt 
ist. Da also das Alloxan stets abwesend war, selbst wenn der Jodverbrauch 
pro Molekiil Harnsdure nur wenig iiber 2 Atome Jod betragen hatte, mufs 
die Vitalische Reaktionsgleichung zum mindesten fiir die von uns ein- 
gehaltenen Versuchshedingungen abgelehnt werden. 


IV. 

Um nun iiber die bei der Jodoxydation der Harnsaure auftretenden 
hauptsachlichen Endprodukte weiteren AufschluB zu erlangen, wurden 
nunmehr 2 g Harnsaure in ganz analoger Weise wie in Versuch III der 
Jodoxydation unterworfen : 

Die Lésung von 2,0g Harnsiure in 200cem n NaOH wurde 
mit einer Auflésung von 8 g Jod und 16 g Jodkalium in einem !,-Liter- 
MeBkolben zusammengegossen, sogleich mit 10proz. Schwefelsaure an- 
gesiuert, auf |, Liter aufgefiillt und mehrere Stunden stehengelassen. 
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Die Titration von 50cem der Fliissigkeit mit n 10 Thiosulfat ergab 
nunmehr einen Jodverbrauch von 3,72 Atomen Jod pro Molekiil Harn- 
siure, also noch etwas mehr als friiher. Die restierende Hauptmenge 
der Reaktionsfliissigkeit (450 ccm entsprechen 1,8 g Harnsaure) wurde 
weiterhin mit der errechneten (zur Beseitigung des freien Jods erforder- 
lichen) Menge n/10 Thiosulfatlésung versetzt, mit n NaOH neutra- 
lisiert, in einen 1-Liter-MeBkolben tibergespilt und zur Marke auf.- 
gefiillt. Es resultierte so eine Lésung ,, Y* (1.8 g Harnsaure, entsprechend 
1000 cem_ Fliissigkeit). 


A. Gehalt von Y an lockerem, als Ammoniak abspaltbarem Stickstof). 


Versuch mit 100 cem der Lésung Y (entsprechend 0,18 ¢ Harnsiure), 
analog wie Versuch III A durchgefiihrt. Die Magnesiadestillation ergab, 
in vélliger Ubereinstimmung mit diesem Versuche, wiederum nur 3,7 Proz. 
des Harnsiurestickstoffs als Ammoniakstickstoff. 


B. Gehalt an durch protrahierte Alkalihydrolyse als Ammoniak abspaltbarem 
Stickstof. 

Der vorige Versuch wurde nunmehr derart fortgesetzt, daB der durch 
Magnesiadestillation von Ammoniak befreiten Lésung Y im Kolben des 
Kjeldahlapparats 50cem Kjeldahllauge hinzugefiigt wurden. Beim 
Destillieren gingen nunmehr reichliche Mengen von Ammoniak iiber und 
es dauerte 10 Stunden, bis die Destillation zum AbschluB gekommen war. 
SchlieBlich waren noch 83,0 Proz, des urspriingtichen Harnsiurestickstoffs 
als Ammoniakstickstoff iibergegangen (auBer den 3,7 Proz. bei der Magnesia- 
destillation), von denen jedenfalls weitaus die Hauptmenge auf Rechnung 
der Harnstofjzersetzung, ein Teil aber wohl auch auf Rechnung des gegen 
starke Alkalienwirkung nicht widerstandsfahigen Allantoins kommt. 


C. Harnstofigehalt. nach der Ureasemethode bestimmt. 

In abgemessenen Teilen von Y wurde nunmehr der Harnstoff- 
gehalt nach der Urtasemethode (Methylorangetitration) ermittelt. Die 
Urease gelangte in Form von Pastillen (von der amerikanischen Firma 
Squibb) zur Anwendung, deren Wirksamkeit an einer Lésung von 
reinem Harnstoff erprobt worden war. (Nach 4, Stunden bei 45 bis 
50° gefunden statt 0,100 g Harnstoff 0,097 bzw. 0,099 g). Auf 20 cem 
der Lésung Y gelangte je eine Ureasepastille zur Anwendung. Nach 
%, Stunden bei 45 bis 50° wurde titriert, dann eine weitere Pastille 
noch 1. Stunde einwirken gelassen. 

Es resultierte eine Ausbeute an Harnstoffstickstoff entsprechend 
69,2 Proz. des Harnsiiurestickstoffs. 


D. Allantoinbestimmung nach Wiechowski. 


Mit zwei Portionen zu 100 ccm (entsprechend je 0,18 g Harnsaure) 
wurde die Allantoinbestimmung nach Wiechowski ganz analog Ver- 
such IITC durechgefiihrt. Es resultierten in vélliger Ubereinstimmung 
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14,2 bzw. 14,1 Proz. Allantoinstickstoff vom Harnsiurestickstolf gegen- 
iiber 13,5 Proz. im Versuch III C. 

Die Menge des in Versuch LV B durch protrahierte Alkalienwirkung 
in der Hitze in Form von Ammoniak schlieBlich gewonnenen Stickstoffs 
(83 Proz.) entspricht genau der Summe von _ Harnstoffstickstoff 

Allantoinstickstoff : 69 + 14 = 83 Proz. Dabei ist zu_ beachten. 
daB Allantoin bei Spaltung mit Natronlauge zunichst Harnstoff 
liefern'), dieser aber weiter unter Ammoniakabspaltung zerfallen kann. 


E. Oxalsdureabspaltung. 

Da unter den Produkten der Harnsiureoxydation verschiedener 
Art die Oxalsiure eine groBe Rolle spielt, wurde zunachst eine Probe 
von Y direkt auf Oxalsiure gepriift. Die Reaktion fiel aber negatiy 
aus. Eine andere Probe von Y (20 ccm), mit dem gleichen Volumen 
konzentrierter Salzsdure auf dem Wasserbade auf etwa 5 ccm eingeengt. 
mit Natronlauge neutralisiert, zeigte reichliche Neubildung von Oval- 
sdure, noch reichlichere jedoch eine weitere Probe, die mit dem gleichen 
Volumen 10 proz. Natronlauge auf dem Wasserbade eingeengt worden war. 

Fs wurden nunmehr 100 cem der Lésung Y (entsprechend 0,18 ¢ 
Harnsiiure) mit 50cem 30proz. Natronlauge in einer Porzellanschale auf 
ein kleines Volumen eingeengt. Es wurde dann mit konzentrierter Salzséure 
gegen Lackmus neutralisiert, abgeschiedene Kieselsiure durch Filtration 
beseitigt und schlieBlich die Oxalsiure in iiblicher Weise durch Fallung 
mit Caleiumchlorid -— Ammoniak und Titration mit Permanganat ermittelt. 
Es kamen so 88,7 Proz. des Harnsiuregewichts (oder rund ein Drittel des 
Harnsdurekohlenstof{{s) in Form von Oxalsdure (bzw. Oxalsdure-C) nach voll 
zogener hydrolytischer Spaltung zum Vorschein. 


F. Kohlensdurebildung beim O.cydationsvorgang. 

Nach der Reaktionsgleichung von Bryk miibte ein Molekiil Harn- 
siure bei der Jodoxydation bei alkalischer Reaktion je ein Molekiil 
Allantoin und ein Molekiil Kohlensaure liefern; es miiBte sonach in der 
alkalischen Reaktionsfliissigkeit ein Fiinftel des Harnsaurekohlenstoffs 
als Kohlensiure zum Vorschein kommen und beim Ansiuern des 
Reaktionsgemisches in Gasform entwickelt werden. Da nun aber beim 
Ansauern der alkalischen Reaktionsfliissigkeit nichts von einer auf- 
filligen Gasentwicklung zu bemerken war, erschien ein solcher Sach- 
verhalt von vornherein unwahrscheinlich. Um dariiber aber volle 
Klarheit zu erlangen, wurde folgender Versuch angestellt: 

lg Harnsiure wurde unter Erwarmen in 100 cem n NaOH geldst, 
die Lésung in einen mit einem seitlichen Tubus versehenen Kolben gebracht 


und dann mit einer Lésung von 4 g Jod und 8 g Jodkalium in wenig Wasser 


versetzt. Der Kolben war oben mit einem Stopfen verschlossen, dessen 


') Vgl. Biochem. Handlex. 4, 1155. 
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Bohrung einen 60cem 1l0proz. Schwefelsiure enthaltenden Tropftrichter 
trug. Die lange AbfluBréhre des Tropftrichters tauchte in das Jodreaktions- 
vemisch, Diese einfache Anordnung gestattete mit Hilfe einer Wasserstrah] 
luftpumpe und unter Einschaltung einer Vorlage mit titrierter n/5 Baryt 
lésung, nachdem der Hahn des Tropftrichters gedffnet und die Schwefel- 
siure in das Reaktionsgemisch eingeflossen war, einen langsamen Strom 
von Kohlensiure befreiter Luft durch den Apparat zu leiten und die ganze 
aus dem Reaktionsgemenge in Freiheit gesetzte Kohlensiure in die Baryt- 
vorlage iiberzufiihren. Dabei muB8te durch einen Blindversuch ohne Harn- 
siiure jene Kohlensiituremenge als Korrektur ermittelt werden, welche in 
der benutzten Natronlauge von vornherein vorhanden war. Es ergah sich so: 





Versuch a Versuch b 

oom 1 10 CO, com n 10 CO, 
a eee ee a a 38,1 40,0 
PD kk 6-6 oe 8 6 Se 155 17,2 
Auf Rechnung der Harnsiiureoxydation . . . 22.6 22,8 


Es waren sonach aus | g Harnsaure 22,8 bzw. 22,6 im Mittel 22.7 cem 


10 CO, oder 22.7 « 0,0022 = 0,050 g CO, gewonnen worden, das sind 
5 Proz. der Harnsiure. Da 1 g Harnsaure 0,357 g Kohlenstoff enthalt, 
0,050 g CO, aber 0,014 g Kohlenstoff entsprechen, bedeutet dies, dal 
vom Kohlenstoff der Harnsaure nicht, wie es die Bryksche Formulierung 
erfordert, ein Fiinftel, sondern nur ein geringer Bruchteil (3,9 Proz.) 
nachgewiesen werden konnte. Bei der Jodoxydation der Harnsdure 
treten also bei den von uns eingehaltenen Versuchshedingungen nur ganz 


unhedeutende Kohlensduremengen auf. 


V. 

Versuchen wir nunmehr, indem wir die gewonnenen Resultate 
iiberblicken, eine Yorstellung dariiber zu gewinnen, wie sich der ur- 
spriingliche Harnsaurestickstoff unter die nachweisbaren Endprodukte 
der Reaktion verteilt, so ergibt sich folgendes (Harnsaurestickstoff 
gleich 100 Proz.): 





Versuch I Versuch Il Mittel 

Proz Proz Proz 

L. Ammoniak-N . . ites Sd 4.1 3.7 3.9 
. Harnstoff-N (Mirner r- -Sjdquist- N minus 

Allantoin-N ) ‘ ; F Abe Ar Be 70,7* 69.2 700 

pla ee aoe ae ee OR Oe 13,5 14.2 13,9 

Unbestimmter Rest ......+.e.-:. — — 12,2 

100.0 


Der unbestimmte Rest diirfte hauptsichlich auf irgendwelche 
Substanzen entfallen, die bei der Hydrolyse unter Oxalsdurebildung 


zerfallen. 
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Als stickstoffhaltiges Hauptprodukt tritt also der Harnstof/ zutage. 
Daneben treten nicht unbedeutende Al/antoinmengen auf. 

Um schlieBlich festzustellen, ob das Allantoin durch Jodoxydation 
nicht weiter angreifbar sei, wurde ein Allantoinpraparat durch Oxydation 
von 50g reiner Harnsaiure nach dem Verfahren von Sundwick') durch 
Permanganatoxydation als schneeweibes, schén kristallisiertes Praparat 
gewonnen. Eine Kjeldahlbestimmung ergab 35,28 Proz. Stickstoff (statt 
des theoretischen Wertes von 35,49 Proz.). lg davon wurde nun 
genau so, wie dies friiher bei der Harnsiureoxydation geschehen 
war, in 100cem n NaOH geldst, eine Lésung von 4,0g Jod und 
8g Jodkalium in wenig Wasser hinzugefiigt, sogleich mit 60 ccm 
10proz. Schwefelsaure angesiuert, auf ', Liter aufgefiillt und nach 
2 Stunden ein aliquoter Teil zuriicktitriert. Es ergab sich nur ein 
geringfiigiger Jodverbrauch, weniger als!/, Atom Jod pro Molekiil Allantoin 
entsprechend. 

Zusammenfassung, 

1. Bei der Harnsiureoxydation durch Jod unter den von uns 
eingehaltenen Versuchsbedingungen strebt die Reaktion einem stabilen 
Endzustand zu, wobei auf je ein Molekiil Harnsiure maximal etwa 
34, Atome Jod in Aktion treten. 

2. Ist der Endzustand erreicht, so ist die Hauptmenge des ur- 
spriinglich in der Harnsaiure enthaltenen Stickstoffs (etwa 70 Proz.) 
in die Form von Harnstoff iibergegangen. 

3. Daneben tritt ein Bruchteil (etwa ein Siebentel) des Stickstoffs 
als Allantoin zutage, welches, vermutlich einer Nebenreaktion ent- 
stammend, unter den gewahlten Versuchsbedingungen von Jod kaum 
direkt angreifbar erscheint. 

4. Alloran konnte in der Reaktionsfliissigkeit in keiner Phase, 
Ammoniak und Kohlensdure nur in unbedeutenden Mengen nach- 
gewiesen werden. 

5. Oxvalsdure in fertigem Zustande tritt in der Reaktionslésung 
nicht auf. Dagegen sind reichliche Mengen einer Substanz (oder mehrerer 
Substanzen) vorhanden, welche bei hydrolytischer Spaltung Oxalsaure 
liefern. 

6. Die Harnsiureoxydation durch Jod erscheint als ein Vorgang. 
bei dem die auf Abspaltung des Stickstoffs in Form von Harnstoff 
hinzielende Hauptreaktion durch Nebenreaktionen derart kompliziert 
erscheint, daB eine prazise Formulierung auch nur der Endphase des 
Vorgangs derzeit als nicht méglich erscheint. 


') B. BE. Sundwick, Zeitschr. f. physiol. Chem, 41, 343, 1904. 





























Proteintherapie und Phlorrhizinglykosurie. 


Von 
Anton Fischer und Heinrich Weiss. 


(Aus der I. medizinischen Abteilung der Krankenanstalt ,,Rudolfstiftung™ 
und der chemischen Abteilung des physiologischen Universitiatsinstituts 
in Wien.) 


(Eingegangen am 30. Mdrz 1925.) 


Seit Bekanntwerden der Insulinwirkung auf den normalen und 
pathologisch gestérten Kohlenhydratstoffwechsel steht die Frage, ob 
es sich um eine spezifische Beeinflussung bzw. um eine physiologische 
Organfunktion handelt oder eine pharmakodynamische Wirkung, die 
auch von anderen Agenzien ausgelést werden kann, im Mittelpunkt 
des Interesses. Wahrend von einer Anzahl von Autoren aus tierischen 
und pflanzlichen Geweben Stoffe dargestellt worden sind, die imstande 
waren, den Blutzuckerspiegel in charakteristischer Weise zu verindern, 
hatte G. Singer (1), hauptsachlich auf Grund klinischer Erfahrungen, 
die Méglichkeit einer unspezifischen Beeinflussung des Stoffwechsels 
mittels Proteinkérpertherapie beim menschlichen Diabetes nahegelegt. 

Experimentelle Untersuchungen tiber Proteintherapie und Kohilen- 
hydratstoffwechsel wurden nach der Singerschen Mitteilung zuerst 
von Bertram und Bornstein (2) veréffentlicht. Sie fanden einen Absturz 
der Adrenalinhyperglykamie durch subkutane Injektion von Caseosan ; in 
einer weiteren Arbeit Bertrams (3) konnte iiber das Verschwinden der 
Hyperglykimie und der Glykosurie bei pankreasexstirpierten Hunden 
durch wiederholte Darreichung dieses Mittels berichtet werden. 

Ausgehend von der Anschauung, daB das Wesen der Phlorrhizin- 
glykosurie neben einer abnormen Zuckerdurchlassigkeit der Niere auch 
in einer Hemmung der Verwertung der Kohlenhydrate durch alle 
Gewebselemente besteht, haben wir Versuche ausgefiihrt. um aus der 
quantitativen Verinderung des Stoffwechsels unter Phlorrhizinwirkung 
stehender Tiere den Mechanismus der unspezifischen Beeinflussung 


kennenzulernen. 
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I. Phiorrhizin-Caseosanversuche, 


Die Methodik unserer Versuche beruht auf den grundlegenden Unter- 
suchungen von Graham Lusk (4). Die Hunde bekamen nach eintagigem 
Hungern eine Suspension von | g Phlorrhizin (Merck) in 7 cem sterilem 
Olivenél subkutan injiziert; die Injektion wurde in 24stiindigen Intervallen 
wiederholt und in der ausgeschiedenen Harnmenge der Stickstoff nach 
Kiehldal und der Zucker nach Bertrand bestimmt. Das Verhialtnis D: N 
stellte sich am zweiten bis dritten Tage meist auf 3,0 bis 3,6 ein. Die Versuche 
wurden bis zum siebenten bis neunten Tage ausgedehnt; nach Aussetzen 
trat bei den Hunden rasche Erholung ein. Der durchschnittliche Gewichts- 
verlust betrug 2 kg. 

Einer Anzah! von Hunden haben wir nach erfolgter Einstellung auf eine 
einigermaBen konstante Relation D:N 1 bis 2cem Caseosan (Heyden) 
intramuskulir injiziert. Die Tabellen I bis V geben die Resultate wieder. 


Versuch I (Hund, 12% kg). 





Phlorrhizin Dextrose Stickstoff , Caseosan 
Hungertag ‘ g ‘ D:N com 
l ] — — = an 
2 l 22,33 4.93 4,53 — 
3 l 27,33 7.98 342 — 
4 l 17,1 6,37 2.68 — 
5 l 14,32 4,77 3.04 l 
6 ] 30,87 11,32 2,73 I 
7 —_ 7,6 5,7 1,32 _ 
Versuch 2 (Hund, 12% kg). 
I l _ _ — — 
2 l kein Harn 
3 1 41.6 12.85 3.3 l 
4 l 22.8 7.51 3.0 l 
5 I 18,0 7,46 2.4 l 
6 l 18.6 7,1 2.6 1 
7 — 17,2 a 3.0 — 
Versuch 3 (Hund, 14 kg). 
l l -— _— --- — 
2 l 0 6.75 13 — 
3 l 51,5 115 44 = 
4 ] 27,1 6.9 3.9 — 
5 ] 27,9 8,2 34 l 
6 l 20.3 6.9 2.9 ] 
7 ] 26.4 78 34 l 
8 1 22.6 7,3 3,1 2 
9 — 18,1 6.8 2.7 oa 
Versuch 4 (Hund, 7,5 kg). 
l | —- — -— — 
2 l 20.0 4.21 47 
3 l 17,3 58 3.0 — 
4 l 18,2 5,87 3.1 = 
5 l 14.6 44 33 2 
6 l 12.8 4.6 2.8 2 
7 _— ee 2,7 2.8 a 
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Versuch 5 (Hund, 12 kg). 





Hungertag — — — D:N ( penanen 
| l — — ants ond 
2 l 18,85 4.91 3.84 sae 
3 ! 20,7 6,34 3,26 2 
4 l 30,6 94 3.38 2 
3 — 15,9 | 447 3.5 pA 


Bei dem ersten Versuch finden wir am Tage nach der ersten Caseosan- 
injektion eine Abnahme des Verhiltnisses D: N von 3,04 auf 2,73, am 
zweiten Tage ist der Quotient auf 1,32 gesunken. Bei den Versuchen 2 bis 4 
tritt nach Caseosan eine leichte Senkung des Quotienten ein, der allerdings 
nach 2 bis 3 Tagen wieder die alte Héhe erreicht. Beim Versuch 5 konnten 
wir eine Verinderung nicht feststellen. 

AnschlieBend an diese Versuche untersuchten wir das Verhalten der 
wihrend der Phlorrhizinwirkung subkutan einverleibten Dextrose bei 
Hunden, die mit Caseosan behandelt worden sind. Es ist seit der Unter- 
suchung von Lusk (l.¢.) bekannt, daB subkutan beigebrachte Dextrose- 
mengen bis 10g von Phlorrhizinhund nicht verwertet werden kénnen 
und die injizierte Menge im Harn quantitativ als Extra-D erscheint. Die 
Berechnung des letzteren erfolgt in der Weise, daB der ausgeschiedene 
Stickstoff mit dem Faktor 3,6 multipliziert und das Produkt von der Menge 
der ausgeschiedenen Dextrose subtrahiert wird. 


Versuch 6 (Hund, 14 kg). 





y Ye t » S mk oe ff ; 
Hungertage ' — — = D:N Extra-D Anmerkung 
l - ie a is ies 
2 ] 6,08 11.28 0.54 we 5g Dextrose in 
com Wasser 
3 l 58.5 11.2 5.2 18,2 l com Caseosan 
4 l 2h8 4.28 5.1 GA leom Caseosan 
‘ 5g Wextrose in 
20 com Wasser 
5 — 39.6 11.09 3.5 0 one 


Versuch 7 (Hund, 12 ke). 


- = —_ . 

2 ] 13,25 7,72 By — - 

3 l 27,8 10,2 2,72 _- -- 

4 1 23,2 9.1 2.55 — 10 g Dextrose in 
*ecom Wasser 

5 l 23,56 6.94 3.4 0 — 

l 24.93 S58 28 “ lecem Caseosan 

10g Dextrose in 

: SO com Wasser 

a) 

7 ] 29,7 8,08 3.67 0 l com Caseosan 

8 ~ 2,64 3,65 0,72 0 — 


Im Versuch 6 hat der Hund auBer der injizierten Dextrose noch einen 
5+ . . ‘ 
Uberschu8 an Extra-D ausgeschieden, der offenbar aus Glykogenreserven 
herstammt. Nach Caseosaninjektion wurde die parenteral eingefiihrte 








144 A. Fischer u. H. Weiss: 


Dextrose verwertet, ein Extra-D wurde nicht ausgeschieden. Im Versuch 7 
wurde ein Extra-D auch vor der Caseosaninjektion nicht ausgeschieden, 
jedoch sank das Verhialtnis D: N am zweiten Tage nach der ersten Caseosan- 
applikation von 3,6 auf 0,72. 


Il. Phiorrhizinserumversuche. 

Da Caseosan ein tief abgebautes Proteinpraparat darstellt, das nicht im- 
stande ist, die die kérperfremden Proteine biologisch kennzeichnende typische 
Anaphylaxie zu erzeugen, haben wir in den Versuchen 8 bis 9 an Stelle des 
Caseosans steriles Pferdeserum verwendet. 


Versuch 8 (Hund, 11 kg). 








Phlorrhizin Dextrose Stickstoff , Pterdeserum 

Hurgertag ‘ Pa g D:N com 

l l — — — 

2 l 19.9 7381 2.52 _- 

3 l 27,16 10,1 2.7 ] 

4 l 21,75 8.82 2,47 2 

5 | 26,48 10,92 2,43 5 

6 — 20.4 9.07 2,25 — 

Versuch 9 (Hund, 11 kg). 

l l —_— —_— — -= 

2 l 21,42 2,38 9 5 

3 1 15,0 4.1 37 5 

4 —_ 11,5 4,62 25 Anaphy laxie 


In Versuch 8 hat sich das Verhaltnis D: N nur wenig geandert, es sank 
allmahlich von 2,7 auf 2,25. Der Versuch 9 wurde am selben Hunde 1 Woche 
nach Ende des ersten Versuchs angesetzt, am vierten Tage wurden typische 
anaphylaktische Erscheinungen beobachtet. 


Besprechung der Versucksresultate. 

1. Aus den mitgeteilten Versuchen ist ersichtlich, daB nach 
geringen Dosen von Caseosan in zwei Fallen das Verhaltnis D: N eine 
Abnahme von 60 bis 80 Proz. zeigt. In drei weiteren Fallen ist das 
Sinken zwar nicht so groB, jedoch immerhin noch angedeutet. In 
einem Falle war das Caseosan ohne Wirkung. 

2. Aus Versuch Nr. 6 geht hervor, daB in einem Falle die Ver- 
wertbarkeit von parenteral einverleibter Dextrose durch Caseosan- 
einwirkung anscheinend erméglicht worden ist. 

3. Auch nach Seruminjektionen konnten wir ein geringes Ab- 
sinken des Quotienten D: N beobachten. 

4. Th. Nash (5) hat unter Wirkung von Jnsulin auf phlorrhizin- 
vergiftete Hunde eine Verminderung der N-Ausscheidung gesehen. 
Wahrend er in einem mitgeteilten Versuch eine Verminderung der 
N-Ausscheidung um 20 Proz. bei Insulinwirkung feststellt, finden wir 
in manchen unserer Versuche ein Absinken der Stickstoffausscheidung 

















Phlorrhizinglykosurie. 145 


bis 50 Proz., bei manchen Versuchen ist die Abnahme allerdings nur 
angedeutet und voriibergehend. Die Tatsachen scheinen dafiir zu 
sprechen, daB bei caseosanbehandelten Hunden die Zuckerbildung aus 
Eiweif vielleicht verringert ist, daneben kénnte eine vermehrte Ver- 
brennung von Zucker in den Fillen mit erniedrigtem D: N eine Rolle 
spielen. 

Wahrend die Veranderungen der Zucker- und Stickstoffaus- 
scheidung bereits in wenigen Stunden nach der Insulinapplikation ihr 
Maximum erreichen, finden wir den Héhepunkt der Proteinwirkung 
meistens am zweiten Tage nach der Injektion. Dieser Befund scheint 
fiir die Annahme zu sprechen, dab die Stoffwechselbeeinflussung durch 
Proteinkérpertherapie auf einer allmahlichen ,,Umstimmung™ der 
Gewebe beruht und von der spezifischen Insulinwirkung streng unter- 


schieden werden muB. 


Zusammenfassung, 

Auf Grund unserer Versucbe an_ phorrhizinvergifteten Hunden 
kommen wir im Zusammenhang mit den vorliegenden Literatur- 
angaben zu der SchluBfolgerung, daB die parenterale Einverleibung von 
Proteinkérpern den Kohlenhydratstoffwechsel der Tiere in der Mehr- 
zahl der Faille anscheinend im Sinne einer besseren Verwertung der 
Kohlenhydrate zu beeinflussen vermag; jedoch sind in der Intensitat 
der Beeinflussung groBe individuelle Verschiedenheiten festzustellen, 
deren Ursache nicht weiter klargelegt werden konnte. 


Literatur. 
1) G. Singer, Wien. klin. Wochenschr. 1914, Nr. 7 und 25. — 2) Bertram 
und Pornstein, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 37. — 3) Bertram, ebendaselbst 
43. — 4) Lusk, Ergebn. d. Phys. 1912. — 5) Th. Nash, Journ. of biol. 


Chem. 58, 


Biochemische Zeitschrift Band 159. 10 





Nephelometrische 
Untersuchungen iiber fermentative Eiwei$spaltung. 


IV. Mitteilung: 
Untersuchungen iiber die Kinetik der peptischen Spaltung von Serumalbumin, 


Von 


P. Rona und H. Kleinmann. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin, Charité. ) 


(Eingegangen am 31. Mdrz 1925.) 
Mit 17 Abbildungen im Text. 


I. 

Die in den vorangehenden Mitteilungen!) niedergelegten Beob- 
achtungen erméglichen es, die Kinetik der peptischen Eiweifspaltung 
einer eingehenden Untersuchung zu unterziehen. Die angewandte 
Methode wich nur in einzelnen Punkten von der dort beschriebenen ab. 
Die Spaltung erstreckte sich meist auf 150 bis 180 Minuten, die Ab- 
nahme erfolgte gewéhnlich nach 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150 und 
180 Minuten; angesetzt wurden fiir jede Reihe 46ccem. Als Substrat 
diente mehrere Wochen dialysiertes Serumalbumin, das weder N H,- noch 
SO,-Reaktion mehr gab. Deer Stickstoffgehalt dieser Albuminlésung 
betrug nach Kjeldahl in 1 cem 1,2 mg; der EiweiBgehalt war also etwa 
7,5mg in leem. Benutzt wurde das Pepsin ,,D. A. B. 5, das genau 
so gut wie das friiher angewandte Pepsin ,,Finzelberg’’ brauchbar 
war, nur in etwas héherer Konzentration als dieses Priparat verwendet 
wurde?). Die gewéhnliche Verdiinnung war 1 : 25000, davon wurden 
4cem zu 36cem gegeben, so da die endgiiltige Verdiinnung etwa 
1: 250000 betrug. Die Albuminlésung wurde in einer Verdiinnung 
1: 2,5 Wasser zum Versuch verwandt. 

Das Schema einer Versuchsanordnung mit 40 ccm Gesamtfliissigkeit 
wire etwa so: 20cem der Albuminlésung, 10 ccm n/40 HCI, destilliertes 
Wasser zu 46cem. Hiervon werden 10 ccm entnommen, je 4,5 cem in zwei 
Glaschen als 100 proz. Ausgangslésung eingefiillt, der Rest verworfen. 


1) Vgl. diese Zeitschr. 140, 461, 478; 150, 444; 155, 34, 1924. 
*) Ein Pepsin- Merck, das mit Sulfosalicylsiure eine rosa Farbenreaktion 
gab, erwies sich hierdurch als ungeeignet. 
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Zu den 36ccm restierender Lésung kommen 4ccem Fermentlésung; ent- 
nommen werden fiir jede Probe 5 cem, bei sieben Gliedern der Reihe also 
35cem. Die restlichen 5cem dienen zur pg-Bestimmung. Fiir jeden 
Versuch werden stets zwei gleiche Lésungen als Parallele angesetzt. Alle 
Versuche, wenn nicht anders angegeben, sind bei 40° angestellt. Als Vorlagen 
zur Aufnahme der Proben dienen Bechergliser mit NaOH gleicher Nor- 
malitat wie die Versuchslésungen ; meist n/200. Hierzu kommen als Reagens 
5 eem 25 proz. HC] und 7 cem 20proz. Sulfosalicylsiure. Als Nephelometer 
benutzten wir wie stets das Nephelometer von Schmidt und Haensch. 

In den folgenden Tabellen und Kurven sind die Versuche dar- 
gestellt, die nach der oben geschilderten Anordnung durchgefiihrt 
wurden. Die Ausgangsmenge des Substrats A wird gleich 100 gesetzt, 
« bedeutet die Spaltung in Prozenten des Ausgangsmaterials. Wie 
man sieht, entspricht der Verlauf der Kurven einer (aqui)-bimolekularen 

. I x ; 
Reaktion; die nach der Formel berechneten Konstanten 
t (a—zxja 
zeigen eine sehr befriedigende Ubereinstimmung!). Das manchmal 
beobachtete leichte Absinken der Konstanten mit fortschreitender 
Reaktion mu wahrscheinlich auf eine Schidigung des Ferments 
zuriickgefiihrt werden (vgl. S. 164). 

Versuch 1. 10cem Substrat, 10cem n/10 HCl, destilliertes Wasser 

m 46cecm, 4cem Pepsin (1: 30000). pg 2,38. 


Tabelle 1. 





Zeit in Minuten 0 » o0 90 120 150 180 


Nr a b a b 4 b 4 b a b a b a b 


| 20,0 20,1 25,3 24,9 29,2,29.1 32,5 32,4 38,0 37,8 48,0 42.2 36,1 34,3 





Nephelometrische | 20,0 19,9 25,3 24,7, 29,3 29,0 32,3/32,3 38,0/37,8 43,2/42,3 37,2 33,9 
, . 20,0 29,0 24,9 25,1 29,5) 29,2 32,2 32,4 37,9'37,9 41,9 42.3 37,2 34,1 
Durchschnitt .. . 20.0 25.0 29,2 32,3 37.9 42.6 35,6 
Verglichen mit .. Ia=—20 20 20 20 20 20 Ta— 15 
Spaltung in Proz. . 0 20 315 38,1 47.2 53.1 57.9 
Tabelle Ia (Abb. 1). 
Spaltungszeit in Minuten z a—z = : k.10 
(a—r)a t 
30 20,0 80.0 8.34 
60 32.0 68.0 7.84 
90 40.0 60.0 7,42 
120 47.5 52.5 7,57 
150 52.5 475 7,32 
180 57.0 43.0 7,35 
Im Durchschnitt . . 7,64, 


o 


1) Der Berechnung der Forme] sind die aus den Kurven ermittelten 
Werte fiir x zugrunde gelegt. 


10* 
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Versuch 2. 10 cem Substrat, 10 cem n/10 HC, destilliertes Wasser zu 
46,0 cem, 4cem Fermentlésung (1: 29000). Pu 2,38. 
Tabelle 11. 





Zeit in Minuten 0 ») oO 90 120 150 180 


Nr. a b a b a b a b a b 4 b a b 











20,0 20,0 24,1 24.0 28,6 28,4 32,1 31,5 36,4 36,4 41,6/39,9 32,2 32,2 
Neri eeang Bf | 20,0 19,9 23,9)24,2 28,4 28.6 32,0 31,2 36,1 36,1 41,8 41,232,4 32,1 
; 20,0 20,1 23,9 24,2 28,7 28.6 31,9 31,2 36,3 36,3 41,841,1 32,5 32,2 
Durchschnitt .. . 20.0 24,1 28,5 31,6 36,3 41,2 32.3 
Verglichen mit .. I=—20 20 20 20 20 20 15 
Spaltung in Proz. . 0 16.9 29.8 36.7 44.9 515 53.6 
Tabelle Ila (Abb. 2). 
Spaltungszeit in Minuten z a—z = : k.10 
(a—x)a ¢t 
30 17,0 83,0 6,84 : 
60 29,0 71,0 6,81 
90 37,5 62,5 6,70 
120 45,0 55,0 6,82 
150 51.0 49.0 6,94 
180 55,5 —_— aa i 6,92 
Im Durchschnitt . . 6,83, 
































Minuten —> 
Abb. 1. 
Versuch 3. Anordnung wie in Versuch 2. pg 2,29. 
Tabelle ITI. 
Zeit i. Minuten 0 15 w 45 60 %” 120 150 


Nei ai bi elt biaeat biegtbseijef}bie|] &i e |B) «e |b 


Nephelos | 20,0 20,0.23,1 23,2/26,6|26,3 30,3 29,7 32,7 31,6 36,6 38,1 34,5\— 40,] 
metrische / 20,0 20,0 23,4)23,2 26,7 26,3 30,0 29,9 32,1 
7 32,3 


31 
31,4 36,8 37,9 34,3\— 39,9 — 
31,5 36,6 38,0 34,2\— 40.2 


Durchschnitt . 20 23,3 26,4 30,0 32,3 37,3 343 40,1 
Verglichen mit Ia—20 20 20 20 20 20 la=15 15 


Ablesung | 20,0 20,0 23,2 23,4 26,5 26,4 30,2/29'7 32, 








Spaltg. i. Proz.| 0 140 | 243 333 380 | 464 | 562 626 
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Tabelle Illa (Abb. 3). 





Spaltungszeit in Minuten £ a-—fr : 105 
t (a—z)a 
15 14.0 86.0 10.85 
30 245 755 10,80 
45 33.3 66,7 11,05 
60 38.0 62.0 10,22 
90 49.0 510 10.68 
120 56.2 43.8 10.65 
150 62.6 37.4 11,15 


Versuch 4. 
4ccm Fermentlésung (1: 28000). 
Tabelle 1V. 


46 com, 


Im Durchschnitt . 


Py 2,57. 


10,78, 


20 cem Substrat, 10 ecm n/10 HCl, destilliertes Wasser zu 








Zeit in Minuten 0 » 60 120 150 
Nr. a b a b a b a b a b 
: 6 19 M8 299 949949 ©& 97 6 6 > ‘ 
Nephelometrische| 35 198 226223 240240 281 277 QT INT 209 209 
Ablesung —|_90.0.20.0 22.7222 24.0244 27.9278 28.7/28,7 29,9] 29.9 
Durchsehnitt .. 20 22,4 243 27.8 28,7 29,9 
Verglichen mit. . Ia— 20 20 20 20 20 20 
SpaltunginProz.. 0 10,7 77 || 26) 30,3 33,1 
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20 + + . al 
e | e 
$10} | ae aS i oa £5 
§ & 

0 [a 2 0 
o % 30 8 8 75 90 125 GO 135 750 JO 60 90 920 150 
Minuten — > Minuten —> 
Abb. 3. Abb. 4. 
Tabelle IVa (Abb. 4). 
Spaltungszeit in Minut _ . ~ 105 
paltung Minuten r 1—<z Some 
30 10.0 90.0 3.71 
60 18,5 815 3,78 
90 26.0 74.0 3,91 
120 30.5 69.5 3,66 
150 32.6 67,4 3,22 


Im Durehsehnitt. . 3,56 








Spaltung % —»> 
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Versuch 56. 20cem Substrat, 12 cem n/10 HCl, destilliertes Wasser 


zu 4éccm. 4cem Fermentlésung (1: 14000). PR 2.43. 


Tabelle V. 





Zeit in Minuten 0 » 00 eT) 120 150 1s0 


Nr. a b a b a b a b a b a b a b 


| 20,0 19,8 25,8 25,4 30,8 30,8 34,4 34,0 38,4 38,4 34,4 34,4 36,6 35,0 





Nephelometrische | 20,0 20,0 25,8 25,3 30,6 30,6 34,6 34,2 38,4 38,4 34,7 34,7 36,5 34.8 
: 7 20,0) 19.9 25,7 25,4 30,5 30,5 34,3 34,1 38,6 38,6 34,4 34,4 36,4 34,8 
Durchschnitt .. . 19.9 25,6 30,6 34,3 38,5 34,5 35,4 
Verglichen mit... Ia--20 20 20 20 20 15 15 
Spaltung in Proz. . 0.5 21.9 34.6 414 48.1 56.5 57.9 
Tabelle Va (Abb. 5). 
Spaltungszeit in Minuten L a—<z G = k 105 
30 21.0 79.0 8,87 
60 33,0 67,0 8,23 
90 415 58,5 7,90 
120 48.5 51,0 7,89 
150 54,0 46,0 7,82 
180 58.0 42.0 7,68 
Im Durchschnitt . . 8,08 





acct 


8 


IL. 

Natiirlich kann der Beweis fiir die 
Berechtigung der Anwendung der (aqui)- 
bimolekularen Reaktionsformel nur durch 
Variicrung der Substratkonzentration er- 







| 
| 
| bracht werden, da die nach dieser Formel 
herechnete Konstante sich umgekehrt pro- 
| portional dieser Konzentration andern 
om mu. Dies ist, wie die folgenden Versuche 
| zeigen, tatsiichlich der Fall. In dem 
Miniter» ~ “ 80 #0 —ochsten Versuch verhalten sich die Sub- 
Abb. 5. stratmengen wie 1:4, die Reaktions- 
konstanten bzw. wie 4:1; in dem sie- 
benten Versuch verhalten sich die Substratmengen wie 1: 1,5: 3. die 
Reaktionskonstanten bzw. wie 2,9: 1,4: 1,0; in dem achten Versuch 
verhalten sich die Substratkonzentrationen wie 1:1,5:2, die Reaktions- 
konstanten bzw. wie 1,73: 1,33: 1.0. 


Ss 
Sy 





Versuch 6. I. 4cem Albuminlésung, 11 cem n/40 HCl, destilliertes 
Wasser zu 46cem. 4ccem Ferment (1: 27000). pg 2,32. — Il. l6cem 
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Albuminlésung, 18,5 cem n/40 HCI, destilliertes Wasser zu 46 ccm. 4c¢em 
Ferment (1: 27000). py 2,39. 








Tabelle Vila (Abb. 6). 
I Il. 
Spaltungszeit 
in Minuten r a—r : = =k .105 x a—e . = k. 105 
t (a—«x)a t (a—rz)a 
15 15.0 85.0 11,75 35 965 2.41 
30 23,5 | 76,5 10,22 7,0 | 93,0 2,505 
60 36.0 640 9.38 13.5 86.5 2.60 
90 46.0 54.0 9,46 18.0 | 82.0 2,72 
120 535 46.5 9.60 23.0 | 77.0 2.49 
150 60,0 40.0 10,00 27,5 | 72,5 2,51, 
180 65.0 35.0 10,30 315 685 2.55 | 
Im Durechschnitt ,. . 10,07 Durchsehnitt . . 2,50 


Versuch 7. I. 4cem Albuminlésung, 11 cem n/40 HCl, destilliertes 


Wasser zu 46ccm. 4ccm Ferment (1: 28000). pg 2,31. — IL. 6eem 
Albuminlésung, 13,75 cem n/40 HCl, destilliertes Wasser zu 46 cem. 4 c¢em 
Ferment (1: 28000). pg 2,34. — ILI. 12cem Albuminlésung, 16,5 cem 


n/40 HCl, destilliertes Wasser zu 46cem,. 4cem Ferment (1: 28000). 
Pm 2,34. 
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Abb. 6. 


Versuch 8. I. 15cem Substrat (Albumin 4: 10), 16,5 cem n/40 HCl, 
destilliertes Wasser zu 69ccem. 6cem Ferment (1: 29000). pg 2,38. — 
II. 10 cem Substrat (Albumin 6: 10), 12 ecm n/40 HCl, destilliertes Wasser 
zu 46cem. 4cem Ferment (1: 29000). py 2,33. — IIL. 10cem Substrat 
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(Albumin 8:10), 13,75cem n/40 HCl, destilliertes Wasser zu 46 ccm. 
4cem Ferment (1: 29000). Py 2.34. 


Tabelle Villa (Abb. 8). 

















I. Substrat 1,0 Il. Substrat 1,5 Ill. Substrat 2,0 
Zeit 1 ¢ eer l 
in Minuten a—z t (a—z)a J a—xr t (a—x)a r a—x t (a—z)a 
k.105 k. 105 k.W 
20 15.0 85.0 8.74 12.0 88.0 6.80 8.0 92.0 4.34 
40 26.0 74.0 8,78 210 79.0 6.64 16.5 83.5 4.92 
60 34.0 66.0 8.58 27.5 72.5 6,32 23.0 77.0 4.92 
80 40.0 600 8,35 33.0 67.0 6,15 28.5 715 4.82 
100 445 55.5 8,00 38.5 615 6.27 34.0 66.0 515 
120 485 515 7,85 43.0 57.0 6.28 37,5 62.5 4,46 
140 53.0 47,0 8,10 47.0 53.0 6.33 41,0 590 4,96 
160 57.0 43.0 8,29 50.0 500 6,25 435 565 4.90 
180 60,0 40.0 8,30 53.0 47.0 6,27 46.0 54.0 4.73 
Im Durchsehnitt . . 833 — —_— 6,37 — - 4.81 4 
60-— — 
50 
“0 | 
! 
‘” | 
$20 | 
| 
S | 
3” 
: | 
4) —— j 
60 80 100 120 140 160 139 





¢ 20 7] 
» Minuten —> 


t Abb. 8. 


Die mitgeteilten Versuche zeigen, da der Verlauf der peptischen 
Albuminspaltung unter den gegebenen Bedingungen durch die Formel 
der (aqui)-bimolekularen Reaktion mit befriedigender Genauigkeit 
darstellbar ist. Diese GesetzmaBigkeit hat vorlaufig nur einen rein 
formalen Wert. Ob sie auch geeignet ist, iiber das Wesen des chemischen 
Spaltungsvorgangs Aufklirung zu geben, miissenerst weitere Erfahrungen 
lehren. 

Il, 

Friihere Versuche haben bereits ergeben, daB bei gleichem Eiweib- 
umsatz die Spaltungszeiten sich umgekehrt proportional den Ferment- 
mengen verhalten!). Dies zeigt auch der folgende Versuch, bei dem 


') Vgl. P. Rona und H. Kleinmann, diese Zeitschr. 140, 478, 1923. 
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sich die Fermentmengen wie 4:5, die Zeiten gleichen Umsatzes wie 
5:4 verhielten. 

Versuch 9. 1. 4cem Albuminlésung, 11 cem n/40 HCl, destilliertes 
Wasser zu 46 ccm, 4,0cem Ferment (1: 25000). py 2,33. — IL. 4 cem 
Albuminlésung, 11 cem n/40 HCI, destilliertes Wasser zu 46 cem. 4,0 cem 
Ferment (1: 20000), Pa 2,82. 

Tabelle 1X. 





Zeit in Minuten 0 20 4 60 80 100 


Nr. a b a b a b a b a b a b 


Nephelometrische | 20:0:20,0 26,7 26,5 32,332.5 39,8397 41,1414 38,1 37,7 
. ear PISENE | 20,0 20,0 26,5:26,6 32,4/32,.4 39,8 39,7 41,3414 38.2 378 
Ablesung —| 90:0. 20.0 26.5267 323.324 398398 412413 381 379 





Durehschnitt . . 20,0 26.6 324 | 398 413 38,0 
Verglichen mit. . Ia-- 20 Ia—20 Ia—20 Ia—20 Ia 20 Ia— 15 
Spaltung in Proz. K > 24.8 38,5 ‘ 49.6 515 60.5 
zi. 
Zeit in Minuten 0 20 40 60 sO 
Nr. a b 4 b a b a b a b : 


Nephelometrische { 200 | 20,0 28,1/ 28,3 36,5 36,7 37,5 37,7 42.3 42.4 
ee Ablesung ). 20:0 | 20,0 28,0 | 28,3 36,4 36,7 37,6 37,6 423 42.5 
eu 20,0 | 20,0 28,1 282 36,5 36,8 37,5 37,6 422 425 


Durchschnitt ... . 20,0 28.2 36,6 37,6 424 
Verglichen mit . .. |Ha=—20 IIa=—20 Ila— 20) IIa—15 | IIla— 15 
Spaltung in Proz.. . 0 29.3 45.5 60.0 64.6 


Tabelle 1X a. 





I II 
Zeit a ; 
in Minuten s tems 1 ad = ky . 105 z a—z 1 . ke . 105 
t (a—z)a t (a—z)a ’ 
20 248 75,2 16,49 29.3 70.7 20,66 
40 38,5 | 61,5 15,69 454 545 20.69 
60 49.6 50.4 16,92 55.5 44.5 20.69 
80 56,0 44.0 15,90 62.4 37.5 20,69 
100 605 | 39.5 15,31 _ —_ — 
Im Durehschnitt . . 16,05 —_ = 20,68 


Die durch die Konstante k ausgedriickten Reaktionsgesch windig- 
keiten sind demnach proportional der Fermentkonzentration. Da 
die Konstanten der Substratmengen umgekehrt proportional gefunden 
wurden, miissen diese Konstanten bei gleicher Anderung der Substrat- 
und der Fermentkonzentration, also z. B. bei Verdopplung oder Ver- 
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dreifachung beider, gleich bleiben. Dies ist tatsachlich der Fall. In 
dem folgenden Versuch 11 ist ein Vergleich der Reaktionsgeschwindig- 
keit der Ferment-Substratkonzentration | mit der der dreifachen 
Ferment- und der dreifachen Substratmenge durchgefiihrt, in dem 
Versuch 12 ein Vergleich mit der vierfachen Ferment- und der vierfachen 
Substratkonzentration. 

Versuch 10. 1. 4cem Albumin, I1l cem n 40 HCl], destilliertes Wasser 
zu 46 cem, 4ccm Ferment 1, Verdiinnung |: 27000, py 2,33. — Il. 12 cem 
Albumin, 16,5 cem n/40 HCl, destilliertes Wasser zu 46 cem. 4 cem Ferment 
2, Verdiinnung 1: 9000. Py 2,31. 


Tabelle Xa (Abb. 9). 


























I. Substrat 1. Ferment 1 Il. Substrat 3. Ferment 3 
Zeit ; 
in Minuten 2 o<-<¢ 1 # k. 105 2 —— 1 . kW 
t (a—z)a ; t(a—z)a 
15 12.5 87.5 9.55 11,5 88.5 8.67 
30 21,9 78,1 9.39 20.4 79.6 8.45 
45 28,2 718 8.75 28,0 72.0 8,67 
60 36,1 63.9 9.45 35.5 64.5 9.20 
90 464 53,6 9,64 455 545 9,20 
120 54.5 45.5 10,00 55.9 44,1 10,55 
150 60,7 39.3 10,31 59.5 40.5 9.82 
Im Durchschnitt , . 9,15, — — 9,22 
0 _ 
° - 
60 > + T + — — —+——- —— os 
| 
50 4 1 a : 
“0 + + _ —— Keeani 
. i 
JO + + + — - 
i = |Substrat ¢ | Ferment 7 
t eo} «© $| «= § 
20 ae | ae mie 
> é | | 
210 4-- + + + . —+- = 
$ } 
$ | | | 
0 = = 
¢ S$ 0D © & 90 120 150 
Minter —» 
Abb. 9. 


Versuch 11. 1. Substratmenge 1, Fermentmenge 1. 4cem Albumin, 
11 cem n/40 HCI, destilliertes Wasser zu 46 cem. 4 ccm Ferment (1: 28000). 
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Py 2.34. — Il. Substratmenge 4, Fermentmenge 4. Il6cem Albumin, 
Ivecem n/40 HCI, destilliertes Wasser zu 46 cem. 4 ccm Ferment (1: 7000), 


Tabelle XIa (Abb. 10). 























I, Substrat 1. Ferment 1 Il. Substrat 4. Ferment 4 
Spaltungs- 
zeit 1 
in Minuten zr a—z ~ k, . 105 zr a—z : = ko . 105 
t (a—rs)a t (a ) - 
15 15.0 85.0 11,72 
30 26.0 740 11,75 
45 34.0 66.0 11.50 : 
60 400 60.0 11,12 Abb. 2 deckt sich praktisch 
90 490 510 10,65 mit Abb. 1 
120 56.5 43.5 10,85 
150 62,0 38.0 10,85 
Im Durchschnitt ,. . 11,21 . 
”" 
| 
60} 
so| 
wo} 
J 
30 4 LAI 4 4 4 + 4 
© Substrat? Ferment? 
4 + ” 4 ” + 
20 +——+ 
g 
F10 
& 
% 1s 30 60 75 90 105 120 135 150 75 
M ruten —»> 
Abb. 10. 


Wie man sieht, bleibt die teaktionsgeschwindigkeitskonstante bei 
gleicher Anderung der Substrat- und der Fermentkonzentration dieselbe. 
Kennt man demnach den Reaktionsverlauf fiir eine Substrat- und eine 
Fermentkonzentration, so kann man diesen innerhalb des gepriiften 
Konzentrationsbereiches fiir alle Substrat- und Fermentkonzen- 
trationen berechnen. 

IV. 

Uber die Abhingigkeit der peptischen Spaltung von der H-Ionen- 
konzentration sind wir bereits gut unterrichtet, und unsere Befunde in 
dieser Richtung stehen mit friiheren Angaben in bester Ubereinstimmung. 
Hier interessierte uns die Frage, ob der Verlauf der fermentativen 
Spaltung auch im nicht optimalen H-Gebiete durch die Formel einer 
Reaktion darstellbar ist. und welche Beziehungen 
erhaltenen Konstanten und H-lonenkonzen- 


bimolekularen 


den den 


zwischen so 


trationen bestehen. 
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Es zeigte sich, dab bei Variation des H-Lonengehalts vom Optimum, 
etwa py = 2.3 nach der alkalischen Seite bis zu dem untersuchten 
Py = 3,16 alle Spaltungskurven sich befriedigend durch die Formel 
der bimolekularen Reaktion darstellen lassen, wahrend nach der 
sauren Seite (pg 1,78, 1,2) die entsprechenden Reaktionskonstanten 
stark sanken und die bimolekulare Forme! nicht anwendbar war. Diese 
Erscheinung lie® sich, wie weiter unten dargestellt werden soll, auf 
eine Schidigung des Ferments auf der sauren Seite des Optimums 
zurickfiihren. 

Die folgenden Versuche (12 bis 16) priifen die Beziehung zwischen 
der H-lonenkonzentration und derK inetik bzw. den Reaktionskonstanten. 

Versuch 12. I. 4cem Albumin, 11,5 cem n/40 HCI, destilliertes Wasser 
zu 46,0cem. 4cem Ferment (1: 28000). py 2,40. — II. 4cem Albumin, 
13,6cem n40HCI, destilliertes Wasser zu 46,0 cem. 4ccem Ferment 
(1: 40000). py 2,30. — TIT. 4eem Albumin, 16,0cem n/40 HCI, destilliertes 
Wasser zu 46,0 cem. 4cem Ferment (1: 40000). pg 2,21. 


Tabelle X11. 





I Py 2. Il. Py 2 IIL. Py 2.2 
Spaltungszeit 1 * 1 2 1 , 

in Minuten a-—x t (a—z)a r a—xc\| t (a—z)a x l|a-—z t(ea—r)a 

k. 105 | = k. 105 -k.W 

15 11.5 885 8.67 9,0 91,0 6,57 90 910 6.57 

30 21,3 | 78,7 9,00 17.5 | 82,5 7,06 125 8,25 7,06 

45 27.6 72.4 8.45 240 760 7.03 23.8 7,62 6.94 

60 325 67.5 8.04 28.3 717 6,57 28.3 7,17 6.60 

Ww 40.0 600 7.44 35,1 64.9 6,03 35,1 649 6,03 

Im Durchschnitt . . 8,32 — — €.55 — — | 6.64 


Die Fermentkonzentrationen der Reihe verhalten sich wie 1,4:'l: 1, 
die entsprechenden Konstanten demnach wie 5,82: 6,55: 6,64 und dir 
zugehérigen H’-Komzentrationen wie 3,98. 10-3: 5,01. 10-3; 6,16. 10-3 


Versuch 13. 1. 4cem Albumin, 11 cem n ‘40 HC], destilliertes Wasser 
zu 46cem. 4cecm Ferment (1: 27000). py 2,38. — Hl. 4eem Albumin, 
6,5 eem n ‘40 HC], destilliertes Wasser zu 46 cem. 4 com Ferment (1: 10000). 
Pu 2.65. 


Tabelle X11]. 





lL Py 2 Il. pyq 2.65 
Spaltunyszeit 
in Minuten , — 1 - k. 105 7 a—v<x : - k 105 
t (a—~r)a t (a—z)a 
15 145 855 11,32 17.6 82,4 14.00 
30 240 760 10,50 275 725 12,65 
45 32.2 | 67,8 10,55 35,0 65,0 11,95 
60 39.0 61,0 10.63 425 575 12,30 
90 49.0 | 51.0 10,65 53.6 464 12.85 
}20 56.0 | 44.0 10.60 625 375 13.90 
150 61,2 | 388 10,55 —- — _ 
Im Durchschnitt . . 10,70 —_ — 12,94 
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Die Fermentkonzentrationen der Reihe verhalten sich wie |: 3 
die entsprechenden Konstanten demnach wie 2,23: 1 und die zugehérigen 
H’-Konzentrationen wie 4,17. 10-3: 2,24. 10-3, d. h. wie 1.86: 1. 


Versuch 14. 1. 4cem Albumin, 11,0 cem n/40 HCI, destilliertes Wasser 


zu 46eem. 4ecem Ferment (1: 28000). Py 2,38. I}. 4ecem Albumin, 
7.6cem n/40 HCl, destilliertes Wasser zu 46,0 cem. 4eem Ferment 


(1 : 15000), Pu 2 58. 
Tabelle NIV. 





I Py 2. Il. Py 258 
Spaltungszeit 
in Minuten - — 1 . k.105 2 —— 1 : bow 
7 : t (a—z)a : t (a—~s) 
15 17,0 = 83.0 13,62 14,1 85.9 10,95 
30 27.0 | 73.0 12.63 25.8 74,2 11,55 
45 35,7 64,3 12,60 35,8 64,2 12.35 
60 412 588 11,65 42.7 57,3 12.40 
ow 49.7 503 11.00 52,1 47.9 12.10 
120 565 43.5 10,82 59,2 408 12.10 
150 63,3 36,7 11,45 — — — 
Im Durchschnitt , . 11,97 —- — 11,91 


Die Fermentkonzentrationen der Reihe verhalten sich wie 1: 1.87, 
die entsprechenden Konstanten demnach wie 1,88: 1 und die zugehérigen 
H’-Konzentrationen wie 4,36. 10-3: 2,63 . 10-3, d. h. wie 1,66: 1. 


Versuch 15. 1. 4cem Albumin, 11 cem n/40 HC], destilliertes Wasser 
zu 46,0cem. 4cem Ferment (1: 27000). py 2,38. — Il. 4eem Albumin, 
com n/40 HCI, destilliertes Wasser zu 46 cem. 4 cem Ferment (1: LO0000), 
Pu 2,75. 


Tabelle XV. 





> 
I. Py 2.38 Il. Py 2.75 
Spaltungszeit 
in Minuten s a-z l _ k.W 2 — L . tk. 
t (a rja t (a «ja 
15 145 | 85.5 11,28 95 95 7.00 
30 25.0 750 11,10 18.5 815 TO 
45 32.5 675 10.70 27.0 73.0 7.67 
60 39.0 61.0 10.62 31.5 68.5 7s0 
Me 46.5 53.5 9.65 41.0 59.0 %.t2 
Im Durechschnitt . . 10,59 — — 7.55 


Die Fermentkonzentrationen der Reihe verhalten sich wie 1: ; 
die entsprechenden Konstanten demnach wie 3,78: 1 und die zugehérigen 
H’-Konzentrationen wie 4,17. 10-3: 1,7. 10-3, d. h. 1,78: 1. 


Versuch 16. 1 4ecem Albumin, 11 cem n/40 HCI, destilliertes Wasser 
zu 46,0 cem. 4 cem Ferment (1: 28000). Py 2.38. Il. 4cem Albumin, 
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37¢em n/40 HCl. destilliertes Wasser zu 46,0cem. 4cem Ferment 
1: 4500). py 2,98. 


Tabelle X V1. 





l. Py 2.38 Il. py 2.98 
Spaltungszeit 
in Minuten ' . l : k.10 : a ! ; kW 
t (a rja fia rja 
15 15 8885 8.66 100 900 7Al 
30 200 800 8.34 1990 810 782 
45 282 718 8.73 26.0 740 7,82 
60 33.9 66.1 8.52 31,2 68.8 7.66 
oO 446 554 8.98 400 600 7,43 
120 523 47,7 9.14 46.0 540 7,10 
150 58.0 420 9,20 51.3 | 48,7 7.02 


Im Durechschnitt . , 8,80 _— = 


1 
— 
or 


Die Fermentkonzentrationen der Reihe verhalten sich wie 1: 6,22 


die entsprechenden Konstanten demnach wie 7,5: 1 und die zugehdérigen 
H’-Konzentrationen wie 4,17. 10-3: 1,05. 10-3, d. h. wie 4: 1. 

In Abb. 11 ist zusammenfassend das Ergebnis der Versuche 12 bis 16 
dargestellt. Dabei sind die Konstanten der Ausgangsvergleichlésungen. 
die angenihert das py 2,38 hatten, 
gleich 100 gesetzt. Ein geringer 





190 +—+ 


Fehler, da die verschiedenen Ver- 


s 


suche nicht stets genau im py 2,38 


iS 


iibereinstimmten, war  technisch 


= 
Ss 





a 
S 
+ 


na 
Ss 


nicht zu vermeiden. Es wurde nun, 
wie aus den obigen Versuchen er- 
sichtlich ist, fiir jeden Versuch mit 
einer gegeniiber der Ausgangslésung 
(py 2,38) variierten H’- Konzen- 
tration diejenige Konstante festge- 


ste se der hetreffende - on 150 Wi 130 120 WO WO 90 BW BO 50 0 MW 20 
tellt, die der betreffenden H -Kon panei teaaerdoodilly F wh eK M 


a 
Ss 


iS 


Kh —»> Honstante be: pt 2 38= 100 
x 2 
SI iS 





~ 
os & 





zentration entspricht. Dabei zeigte 

sich, daB auch bei nicht optimaler Abb. 11. 

| H’], auf der alkalischen Seite davon, der Verlauf der Spaltung durch die 
bimolekulare Reaktionsformel] dargestellt werden kann. Da bei den schwa- 
cheren Aciditaten weit gréBere Fermentmengen zur Spaltung nétig waren 
als bei der Vergleichslésung, so muBten die aus dem Versuch erhaltenen 
Konstanten erst durch die betreffende Fermentkonzentration dividiert 
werden, um diejenigen Konstanten zu erhalten, die sich auf gleiche 
Fermentkonzentrationen beziehen. Die so erhaltenen Konstantenzahlen 
(ausgedriickt in Prozenten der Ausgangsvergleichslésungen bei py 2,38) 
sind auf der Ordinate der Abb. 11 aufgetragen. Auf die Abszisse wurden 
die H’-Konzentrationen, ausgedriickt in Prozenten von[H ] = 4,17. 1073, 
aufgetragen. Die so erhaltene Kurve zeigt im Gebiete des Optimums 
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einen nahezu horizontalen Verlauf, d. h. um das (schmale) Optimum 
selbst andern die Variationen der H’-Konzentration die Konstante 
kaum, um dann nach der sauren Seite steil, nach der alkalischen flacher 
abzufallen. Es ist bemerkenswert, dab ein Teil dieser absteigenden Kurve 
rund zwischen einer H von 4,17. 10-3 und 1,7. 107-3 — in grofer 
Annaherung einer geraden Linie entspricht. Das heiBt,in diesem Abschnitt 
ist in groBer Annaherung (unter Beriicksichtigung der verhaltnismibig 
groBben Fehlergrenzen der experimentellen Daten) die Konstante der 
Spaltungsgeschwindigkeit der H™-Konzentration direkt proportional. 
Des weiteren zeigt die Kurve, daB die Konstante in einem Gebiete 
um [H} 5.1075, also in der Gegend des isoelektrischen Punktes 
des Serumalbumins. gegen Null konvergiert. Diesbeziigliche genauere 
Untersuchungen werden in spateren Arbeiten gegeben werden. 


V. 

Da die nach der bimolekularen Reaktion berechneten Konstanten 
auf der sauren Seite des H-Optimums stark abfallen, lag es nahe. 
anzunehmen, daB die zu hohe H’-Konzentration eine schadliche Wirkung 
auf das Ferment ausiibt. Um diese Annahme zu priifen, wurde cine 
teihe von Versuchen angesetzt, die die Wirksamkeit der Pepsinlésung 
vor und nach mehrstiindigem Stehen bei verschiedenen Aciditiaten 
untersuchten. Die Versuche erstreckten sich auf Lésungen bei einem 
Py von 2,5, 2,39, 2,0, 1,77, 1.72. Ein Teil der Substratlésungen wurde 
unmittelbar nach Herstellung der sauren Fermentlésung mit dieser 
versetzt und die Spaltung etwa '. Stunde hindurch verfolgt; sodann 
wurde nach ', Stunde bzw. nach 2 Stunden mit der gleichen Substrat- 
und der gleichen Fermentlésung eine zweite Spaltung angesetzt, die sich 
von der ersten nur dadurch unterschied, da das Ferment inzwischen 
\, baw. 2 Stunden bei der betreffenden Reaktion bei 40° gestanden hatte. 


Versuch 17. 1. 2cem Albumin + n 200 HC] zu 23 cem. Ferment 
(mit n/200 HCI 1: 50000 verdiinnt) gleich zugefiigt. py 2.4. — IT. 2cem 


Albumin + n/200 HC! zu 23 cem. Ferment (mit n 200 HC] 1: 50000 
verdiinnt) nach 30 Minuten langem Stehen im Wasserbad bei 40° zugefiigt. 





Px 2.4. 
Tabelle XVII. 
11. 

Zeit in Minuten 0 w 0 w 
Nephel - | 200 200 255 | 255, 206 ' 206 255) 256 
Oe ene } | 200 20,0 254] 254, 204) 205 | 254| 25.4 

—e | 200 200 255) 255 205 207 255) 256 
Durchschnitt .. . 20.0 25.5 20.5 25.5 
Verglichen mit. . . I— 20 [= iI=®® I—® 
Spaltung in Proz. . 0 21.6 25 21.6 
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Versuch 18. 1. Substrat (A): 12cem Albumin + 6,7 cem n lO HC), 
destilliertes Wasser zu 138 cem. pg 2,40. Fermentlésung (A) 1: 27000, 


Mit verdiinnter HC] auf py 2,36 gebracht. Zu dem Versuch: 23 cem Sub- 
strat A + 2cem Fermentlésung A. Il. Substrat (B): 12 cem Albumin 


33cem nu 10 HCI, destilliertes Wasser zu 138 cem. py 1,71. Ferment- 
lésung (B) 1: 34000, Mit verdiinnter HC] auf py 1,76 gebracht. Zu dem 
Versuch: 23 cem Substrat B + 2cem Fermentlésung B. 
Tabelle XVIII (Abb, 12). 


a) Spaltung nach sofortiger Zugabe der Fermentlésung 





1. Py 2.38 H. pyy 1,71 
Zeit in Minuten 0 15 » 0 15 » 
20.0 20.9 229229 25.7253 20.019,5 27,327.4 28,0 28.7 


5 ; ‘ 

. s»lometrische on : ut =e om . 
Ne phe lometrische | 825.5 200196 274273 27.4 28.5 
7 


\bI 20.0 20.9 23.1 23.0 25 

~~ y 

ae | 20.0209 231229 25.725.4 20.0195 273273 279286 
Durehsehnitt . . 20.4 23.0 25.6 198 27.3 28.3 


Verglichen mit. . la=—20 Ta—20 Ia—20 Ila=20 IIa—20 IIla—20 


Spaltung in Proz. 2 12,9 21,8 1,0 26.6 29.3 














i “a 
> 
Ss , 
JO 
Minuten» 
Abb. 12. 
Py 2,38. Pu 171. x Ferment sofort zugetiiyt 


o Ferment nach 2 Stunden zugefiigt. 


}) Spaltung nach Zugabe der Fermentlésung, die 2 Stunden bei 40° 
gestanden hatte. 





I Py 2.35 WW. py 171 
Zeit in Minuten 0 15 » 0 15 ») 

: 20,0 20,2 22.9) - 24.9251 20.0198 24.0238 25.6 25.5 
Nephelometrische | > ° oa > ty ’ ’ ’ =, , 
\bl 20,0 20.1 23.1); — 24.9'25.0 20.019.9 | 240241 25.9 25.3 

d yes 2 4 es = ae os 
a. | 20.0202 2311 25.125.0 20,0198 24.0240 25.7 253 

Durehschnitt . . 20.1 23.1 25.0 19.9 24.0 95.6 


Verglichen mit. . Ia=20 Ia=—20 la=20 Ila= 20 Ila — 20 Ila — 20 


Spaltung in Proz. O5 13.4 20.0 01 16.6 21.8 








P. Re 


L66 


Substrat : 
200 HC! I: 
II 


19 
mit 1 


le rsue hk 
Ferment 
Ferment sofort. 


mau. H 
2 ecm 
000, 


Py 2.0. 1. 
23cem Substrat 





. Kleinmann: 


200 HCL zu 
Substrat + 2 
2cem Ferment nach einstiindigem 


Albumin n 23 com 


o” 
23 cem ec 





Stehen bei 40°, 
Tabelle NIX. 
lL Py 2.0 Il. Py, 2.0 
Zeit in Minuten 0 15 w 0 15 n 
Nephel seh | 20.0 20.0 | 32.7 31,6 37,6374 20.020.0 32,0314 34,0 345 
ai ony “} 20.0 20,0 32,8318 37,4373 20,0200 31,9314 34,1 344 
— 20.0 20.0 | 32.9317 37,3374 20,020,0 32,0315 33,9 345 
Durechschnitt . . 20.0 32.2 7.4 20.0 31.7 34.2 
Verglichen mit... I 20 | I 20 [ 20 I 20 I mm 86 20 
Spaltung in Proz. 0 37.9 465 0 369 115 
Versuch 20. 1. 2cem Albumin n 200 HC! zu 23 cem, 2 com Ferment 
(mit n/200 HCI 1: 50000), py 2,0. Il. Wie in I. 11f. Wie in T.nu 


die Fermentlisung vor Zugabe 


Tabelle 


1, Stunde bei 


10° gestanden. 


XX 





l. py 2 


0 


0 Minuten 


AL) Hl Py 2) 


%) Minuten 


il Pu? 


¥) Minuten 





Nephel 20.0 20.0 37.9 37.0 35.8 34.4 
a re enrecea 20.0 20.0 38.3 38,33 35,5 348 
ONS | 20.0 20.0 38.3 38.3 35.6 34.0 
Durehschnitt . 20.0 38,2 ae | 
Verglichen mit. | 20 | 20 I 2 
Spaltung in Proz. 0 177 3.0 
Versuch 21. Substrat: 12 cem Albumin 33.5 n 1O HCL. destillierte 
Wasser zu 138 cem., Pu 1.66. Fermentlésung 1: 32000 mit verdiinnte 
HC! auf py, !.64. Auf 23cem Substratléisung 2cem Fermentlésung 
Pu 


I. Fermentzugabe sofort. 


Il. Nach 'sttindigem Stehen bei 40° 





Ill. Nach zweistiindigem Stehen bei 40°. 
Tahe le X = / . 

I } H 1,64 hi Pu 1.67 Il. Pu 1,69 

Zeit in Minuten 0 15 » 15 x) 15 x 

| 20,0 20.0 29.6 29.1 30.1) 30.8 28.0 27.9 28.7 298 265 27.7 

Nephelometr. 1 20,0) 20.0 29.5 29,2|30,2/30,7 28.2 28.1288 298 264 27,7 

é sun ._ 2» - 

— | 20.0 20.0 29.6 29.1'30,1)30.8 28.2 28.0 288 20.8 265 27.6 

Durchschnitt . 20 20.4 30.4 28.1 20.3 26.5 27 4 
Verglichen mit . Ia 20) Ia 20 Ta 20 Ia 20 Ia 20 Ila-20la-20 

Spaltung in Proz. . iD 32.0 34,2 28,7 317 24.5 27,8 
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Versuch 22. Substrat: 12 cem Albumin, 33 cem n lO HCI, destilliertes 


Wasser zu 138cem. py 1,72. Fermentlésung 1: 34000 mit verdiinnte: 





HCl auf py il,77 gebracht. Zu 23ccem Substrat 2cem Ferment. 
I. Fermentzugabe sofort. Il. Nach zweistiindigem Stehen bei 40° 
Tahe lle _ B / I. 
L. Pu 1,73 ll Pu 1,73 

Zeit in Minuten 0 15 » 0 15 ) 

| 20,0 20.0 27,2 26,7 | 300° - 20,0 19,8 23,6 240 25,1 244 
Nephelometr. | 20,0 20,4 27,4 265/299 — 200 198 238 24,0 25.3 248 

é sun, 

—" | 20.0 20.2 27.2 26.7'30.0;| — 200 198 23.7 24.0 25.1 249 
Durchschnitt. . 20,2 26,9 30.0 19.9 23.9 25.0) 
Verglichen mit. I] 20) Ila 20 =I 20 Ila 20 Ila 20) Ila 20 
Spaltung in Proz. O01 25,7 33.3 05 16.2 2040 


Aus diesen Versuchen geht hervor, dal bei den bisher beschriebenen 
Versuchen (bei py 2.3 bis 2.4 und 40°) eine Schidigung des Ferments 
wahrend des Versuchs durch die Aciditat des Mediums nicht stattfand 
oder jedenfalls nur eine geringfiigige war. Doch erklirt eine geringe 
Schidigung des Ferments das mitunter auftretende leichte Absinken 
der Reaktionskonstanten zu Ende der Spaltung. Dagegen ist die 
Schidigung des Ferments auf der sauren Seite vom Optimum durch 
die Aciditait des Milieus sehr betrachtlich und bedingt hier den steilen 
Abfall der py-Wirkungskurve 


Vi. 

Im folgenden sollen einige Versuche mitgeteilt werden, die den 
Einflul} der Spaltprodukte auf den Gang der peptischen Spaltung 
priifen. Zuerst wurde die etwaige Wirkung der durch peptische Ver 
dauung gewonnenen NSpaltprodukte untersucht. Zu diesem Zwecke 
wurden Substratlosungen doppelt so groBber Konzentration, als wir sonst 
fiir unsere Fermentversuche benutzten, bei 40° so lange mit Pepsin 
verdaut, bis sie keine oder nur noch Spuren von Sulfosalicylsaure- 
reaktion zeigten. Diese Lésung wurde aufgekocht, ihre Aciditat fest 


gestellt In einem gewoéhnlichen Spaltungsversuch wurden gleiche 
Volumina der Albuminlésung und der Lésung mit den Spaltprodukten 
vermischt. so dais — da die Lésung der Spaltprodukte aus einem 


Substrat doppelt so starker Konzentration hergestellt war, als im 
Spaltungsversuch selbst benutzt wurde die Menge der zu dem 


Spaltungsversuch zugesetzten Npaltprodukte so viel betrug, wie aus det 
Spaltung tiberhaupt entstehen konnte, also 100 Proz. Der fermentative 
Vorgang wurde nun in diesem System mit einem System ohne Spalt 
produkte unter sonst gleichen Bedingungen verglichen. Da die durch 
Saiure gewonnenen Spaltprodukte anders wirken kénnten als die (mit 
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Ferment beladenen‘) peptischen Produkte, wurde auch ein durch 
sehr vorsichtige Saurehydrolyse (bei py 2.4) gewonnenes Npalt produkt 
hergestellt, das nur noch Spuren von Sulfosalicylsiurereaktion zeigte. 


In diesem Versuch betrug die N-Menge der Spaltprodukte etwas iiber 
35 Proz. des Albumin-N. 

Versuch 23, (Tabell’e XXIII.) 25 cem der durch peptische Verdauung 
gewonnenen Spaltproduktlésung entsprechen 2cem der Albuminlésung 
(100 Proz., Spaltprodukte). py 2,33. I. 2 cem Albuminlésung, 18 ccm 
n 214 HCl, 1,7 cem n/40 HCI, destilliertes Wasser zu 23,0 ccm. Il. 2 c¢em 


‘] 














+ ohne Spaltprodukte 
© mit Spatiprodukter 








+ ohne Spaltprodukte | 
© mit Spattiprodukter | 


“4 30 % 60 390 £410 150 


Minute? ——» 


Abb. 14 (siehe Tabelle XXV). 


Albuminlésung, 13 cem n/214 HCl, 5 cem Spaltprodukte, 1,7 cem n/40 HCI, 
destilliertes Wasser zu 23,0 cem. — III, 2cem Albuminlésung, 18 cem 
Spaltprodukte, 1,7cem n/40 HCl, destilliertes Wasser zu 23,0 ccm. Je 
2cem Fermentlésung (1 : 27000), 

Versuch 24. (Tabelle XXIV.) I. 4cem Albumin, 7,6cem n 40 HC], 25cem 
n/229 HCI, destilliertes Wasser zu 46cem. py 2,36. 4 ccm Fermentlésung 
(1: 27000). — IL 4ceem Albumin, 7,6cem n/40 HC 1,25cem peptische Spalt- 
produkte, destilliertes Wasser zu 46cem. 4ccm Fermentlésung (1: 27000). 

Versuch 25. (Tabelle XXV.) 1. 4cem Albumin, 13,2cem n/40 HCI, 
25 cem n/148 HCI, destilliertes Wasser zu 46 cem. pg 2,05. 4 ccm Ferment 
(1:38000), — II, 4cem Albumin, 13,2 cem n/40 HCl, 25,0 ecm Spalt- 
produkte (durch Saurespaltung gewonnen), destilliertes Wasser zu 46 cem. 
4 ecm Ferment (1: 38000). 
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Diese Versuche zeigen, dab Spaltprodukte, die durch peptische Ver- 
dauung gewonnen wurden, wie auch solche, die durch Saurehydrolyse 
erhalten wurden, unter den gegebenen Bedingungen den Vorgang der 





peptischen Spaltung in keiner Weise zu beeinflussen vermochten 





Diese Frage wird noch weiter verfolgt werden 





Vil. 


Die Beziehungen der Reaktionsgeschwindigkeit der peptischen 





Spaltung zur Temperatur sind in den folgenden Versuchen dargestellt. 
Auch hier, wie in den tibrigen Abschnitten. sind nur einige aus einer 
groberen Zahl Versuche mit gleichen Ergebnissen mitgeteilt. Verglichen 
wurde die fermentative Spaltung bei 30 und bei 40°. Die Schwankungen 
der Temperatur wahrend der Versuche iiberstiegen nicht > 0,05) 
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+ Spattung de 40° 


> ° - » jo*' 
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Versuch 26. 1. 4ceem Albumin, Il cem n 40 HC], destilliertes Wasser 
zu 46 com. 4eem Ferment (1: 28000), Py 2.36, Temperatur 40°, Il. 4eem 
Albumin, 11 eem n 40 HCI, destilliertes Wasser zu 4t6;cem. 4 c¢em Ferment 
(1: 28000). py 2.38. Temperatur 30°, 


Tah LE NXNNV/ (Abb 15). 








» ? 
‘ 1. 4, Py 2.36 Tl. 30°. Pu 2.38 
paitungs: 
zeit 1 
1 LD a k.10 
Minuten -_ ) t(a—7)a 
1S 12.5 9.40 74 92,5 4.45 
23.3 10,25 14.2 85S 5.53 
45 31.0 6a. 10.00 105 80.5 538 
65 3O3 60.7 75 264 73.6 550 
bt a $9.5 W5 130 35.3 64.7 5.72 
125 565 3.5 10,40 Wid 5a 5.44 
150 62.8 37.2 11,22 44.8 55.2 5.42 
Im Durehschnitt. . . 10,19 ASD 
Ky, : Ke, Lo 
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Versuch 27. 1. 4eem Albumin, 11 com n/40 HCI, destilliertes Wasser 














zu 46cem, 4cem Ferment (1: 28000). py 2,36. Temperatur 40°. Il. Wie 
in I. py 2,37. Temperatur 30°. 
Tabelle XX VII (Abb. 16). 
I. 40 Is, 2,30 I. ww ., 2.37 
Spaltungs- Pu Pu 
zeit ‘ . 
L a : - =k.10 I a : ~ Ww 
Minuten t(a—s«c)a t (a— x) 
15 10,2 89.8 7,57 50 95.0 3.51 
30 17.6 82.4 7,15 V8 9.2 3.62 
45 24.5 755 7,23 14.0 86.0 3.62 
60 29.5 705 7.00 18.3 81,7 3,74 
90 38,0 62.0 6.82 25.9 74,7 3.88 
120 46.0 54.0 7,12 32.5 67.5 $.03 
150 514 48.6 7.06 38,0 62.0 $08 
Im Durchschnitt . 713 = - 3.78 
Ky, : Kt, 1.9. 
a a 
50} a 
| z | 
“Or 
| 
30} 
r "a 
| 20} i | 
¥ La + Spaltung ber 40° 
> © ° » 30° 
= 70} 4 
& 
0 e 
0% 3 60 90 120 150 
Minuten —» 
Abb. 16. 


Versuch 28. 1. 4cem Albumin, 11 cem n/40 HC!, destilliertes Wasser 


zi 46cem. 4cecem Ferment (1: 28000), Py 2.38. Temperatur 40°. 
Il. Wie in I. py 2,40. Temperatur 30°, 


Tabelle X XVIII (Abb. 17). 





I 40 In, 2,38 Tl. 3u 2,50 
Spaltungs: PH ; Pu 
zeit 
zx a— ! k.10 zr l t 1 +. 10 

Minuten t (a—xz)a 2 (a—z) 
20 20,5 79,5 12.78 115 88.5 6.75 
40) 32.5 67.5 12.02 21.0 79.0 6.64 
60 40,3 59.7 11,25 26.7 73.3 6.08 
80 48,2 518 11,62 34.0 66.0 6.44 
100 555 44.5 12.45 38.8 61,2 6.34 
120 61,1 38.9 13.05 42.7 57,3 6,22 
150 — — nti 48.0 52.0 6.15 
Im Durehsehnitt . 12.21 — — 6.37 


Kt 
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:Ke.= 


1,9 
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Der Temperaturkoeffizient der peptischen Npaltung betragt dem- 
nach im Temperaturintervall 30 bis 40° in guter Ubereinstimmung 
mit den Angaben von Sv. Arrhenius und von R.O. Herzoq') 1 


Zusammenfassung. 

1. Die mit der nephelometrischen Methode (mit dem Nephelometer 
von Schmidt und Haensch) ausgefiihrte Untersuchung iiber die peptische 
Spaltung vom Serumalbumin ergab, dab der Verlauf des fermentativen 
Vorgangs sich befriedigend durch die Formel der bimolekularen Reaktion 
darstellen laBt. 

2. Da die so gewonnenen Reaktionskonstanten sich umgekelrt 
proportional der Substratkonzentration, direkt proportional der 

















70 


Ss 


20 WW 60 80 00 122 
Minuten —» 


Abb, 17. 


Fermentkonzentration verhalten, so andern sich die Konstanten bei 
Anderung beider Konzentrationen im gleichen Verhaltnis nicht. Kennt 
man den Verlauf bei einer Substrat- und Fermentkonzentration, so lilt 
sich demnach — innerhalb der untersuchten Grenzen der Umsatz 
fiir andere Substrat- und Fermentkonzentrationen berechnen. 

3. Auch bei nicht optimaler H’-Konzentration, und zwar auf der 
alkalischen Seite, laBt sich der Verlauf der Spaltung durch die bimole- 
kulare Reaktion gut darstellen, wahrend auf der sauren Seite die so be- 
rechneten Reaktionskonstanten stark abfallen. Der Grund hierfiir ist die 
betrachtliche Schadigung des Ferments durch die hohe Aciditat (von py 
etwa 1,7) des Mediums, die auch den steilen Abfall der pg-Wirkungskurve 


') Zitiert nach Oppenheimer-Kuhn, Die Fermente, 5. Aufl., 8. 153. 
Uber den Temperaturkoeffizienten und die Temperaturinaktivierung de~ 
Pepsins vgl. auch die nach AbschluB dieser Untersuchung erschienene 
Arbeit von R. Ege, Zeitschr. f. physiol. Chem. 148, 159, 1925. 
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hier verursacht, wahrend noch bei 2,3 bis 2,4 (bei 40°) wahrend der 
Versuchszeit keine oder nur eine geringfiigige Schadigung des Ferments 
zu beobachten war. Zwischen [H ] = 4,17. 10-3 und 1,7. 10~? ist 
die Geschwindigkeit der Spaltung in groBer Annaherung der H -Kon- 
zentration direkt proportional. 

4. Einen EinfluB der Spaltprodukte — der fermentativ sowohl als 
der durch Saurehydrolyse gewonnenen — auf den Verlauf der Spaltung 
konnte man unter den gegebenen Versuchsbedingungen nicht beobachten. 

5. Der Temperaturkoeffizient der peptischen Spaltung betrug 1,9. 
(Im Temperaturintervall 30 bis 40°.) 


Vorliegende Untersuchung wurde mit Unterstiitzung der Not- 
gemeinschaft der Deutschen Wissenschaft durchgefiihrt. 
Bei der Ausfiihrung der Versuche hat ans Frl. Offe wertvolle Hilfe 


geleistet. 

















Uber die partielle Hydrolyse der Rohrzucker-phosphorsaure 
zu d-Fructose und d-Glucose-phosphorsaure '). 


Von 
J. Hatano (Tokyo). 


Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 30, Mdrz 1925.) 


Bei Versuchen tiber die wichtige Fermentgruppe der Phosphatasen 
haben mit Erfolg oft die Salze der Saccharo-phosphorsaure als Substrat 
Anwendung gefunden. Die Verbindungen der Rohrzucker-phosphor- 
siure werden synthetisch aus Saccharose und Phosphoroxychlorid 
nach einem von C. Newberg und H. Pollak angegebenen Verfahren*) 
dargestellt. Sowohl die Alkali- als die Erdalkalisalze der Rohrzucker- 
phosphorsaure sind in Wasser léslich und daher fiir Aufgaben der 
Enzymchemie besonders geeignet. 

Die Rohrzucker-phosphorsiure enthilt | Mol. Phosphorsiure auf 
die Elemente des Disaccharids. Die Metallsalze der genannten Saure 
sind amorph. In kristallisiertem Zustande ist bisher nur das Strychnin- 
salz*) bekannt geworden. Es steht nicht fest, an welchem der beiden 
Hexosenreste, die zum Rohrzucker vereinigt sind, die Phosphorsiure 
haftet. Eine Entscheidung dariiber habe ich auf Vorschlag von 
('. Neuberg durch partielle Hydrolyse des Saccharophosphats herbei- 
gefiihrt. Diese wurde so geleitet, daB die disaccharidische Atherbriicke 
gesprengt wurde, wihrend die estermiBige Verkniipfung von Hexose- 
radikal und Phosphorsiure unversehrt blieb. 

Durch die Einfiigung der Phosphorsiure ist, wie man annehmen 
darf, die typische Rohrzuckerstruktur nicht alteriert, und so ist es 
in der Tat méglich, die erfahrungsgemiB leicht zu bewerkstelligende 
Invertierung des Rohrzuckers auch bei der Rohrzucker-phosphorsaure 
vorzunehmen, ohne dafi zugleich die Phosphorsiure abgespalten wird. 

Beim Erwarmen mit verdiinnten Sauren erlangt eine Lésung von 
Rohrzucker-phosphorsaure schnell Reduktionsvermégen, und wenn 
man die Einwirkung der Séiure in dem Zeitpunkt unterbricht, zu dem 
von der in Esterform vorhandenen Phosphorsiure gerade die ersten 





' 
') Zur Ausfiihrung dieser Arbeit standen Mittel der Hajime Hoshi 
Stiftung zur Verfiigung, fiir die besonders gedankt sei. 
2) C. Neuberg und H. Pollak, diese Zeitschr. 28, 515, 1910; 26, 521, 
S10. 
3) C. Neuberg und O. Dalmer, ehendaselbst 131, 188, 1922. 
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Spuren als anorganisches Phosphat frei werden, so ist die erstrebte 
partielle Hydrolyse der Saccharo-phosphorsdure erzielt. Es hat eine 
Zerlequng in d-Fruktose einerseits und d-Glucose-phosphorsdure anderer- 
seits stattgefunden. Im einzelnen verfihrt man folgendermaBen. 

Als zweckmabiges Ausgangsmaterial dient das rohrzucker-phosphor- 
saure Calcium. Man lést dieses in Wasser, indem man das pulver- 
formige Salz in heiBes Wasser eintragt, aber nicht umgekehrt; beim 
Zusatz von Wasser zu festem Salz bildet sich nimlich leicht eine an 
den Glaswandungen haftende ziihe Masse, die dann nur langsam in 
Lésung geht. Fiigt man nun zu der Lésung des rohrzucker-phosphor- 
sauren Calciums in der Warme einen Uberschu8 von wisseriger Oxal- 
siure, so scheidet sich das Calciumoxalat in gut zu filtrierender Gestalt ab. 
Die klar filtrierte Fliissigkeit gewinnt bei weiterem Erwirmen auf dem 
Wasserbade schnell die Faihigkeit, Fehlingsche Mischung zu reduzieren, 
zeigt zunichst jedoch bei der Probe mit Ammoniak und Magnesia- 
mixtur in der Kialte keinen Gehalt an Phosphat-ionen. Nach ungefahr 
halbstiindigem Erhitzen tritt die erste Reaktion abgespaltener Phosphor- 
siiure mit Magnesiamischung ein. Nach zahlreichen Versuchen hat es 
sich als giinstig erwiesen, jetzt noch 2 Minuten zu erwirmen; dabei 
nimmt man eine unbedeutende Zersetzung der abgespaltenen Glucose- 
phosphorsaure in Kauf, erreicht aber vollstandige Aufhebung der Rohr- 
zuckerbindungen. Man neutralisiert nunmehr mit gefalltem kohlen- 
sauren Kalk und lat abkiihlen. Nach dem Erkalten fiigt man Kalk- 
wasser bis zur deutlichen Rétung von Phenolphthalein hinzu, entfernt 
einen Kalkiiberschu8 durch sofortiges Einleiten von Kohlendioxyd 
und filtriert. 

Das klare Filtrat wird im Vakuuin bei einer 40° nicht iibersteigenden 
Badtemperatur eingeengt, wobei zumeist eine Triibung erfolgt, her- 
riihrend von kleinen Mengen kohlensauren sowie phosphorsauren 
Calciums; ersteres stammt aus geléstem Calciumbicarbonat, letzteres 
aus abgespaltenem Galciumphosphat. Die wiederum filtrierte Fliissig- 
keit 148t man alsdann unter stindigem Umriihren in diinnem Strahl 
in etwa das vierfache Volumen absoluten Alkohols einflieBen. Dabei 
fillt sofort das Calciumsalz der Glucose-mono- phosphorsdure aus, 
wahrend in der alkoholischen Lésung der abgespaltene Fruchtzucker 
zugegen ist. 

Nach einigem Stehen wird das abgeschiedene Calcium-glucose- 
phosphat abgesaugt. Man reinigt es durch Wiederaufnahme in Wasser, 
Filtration und erneute Ausfiallung mittels Alkohol. 

leichter rein als das Calciumsalz ist das Bariumsalz der Glucose- 
phosphorsdure bei dem beschriebenen Abbau der Rohrzucker-mono- 
phosphorsiure zu gewinnen. Am bequemsten geht man wiederum 
vom Calciumsalz der Rohrzucker-phosphorsiure aus, auf das man 
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Oxalsiiure in der angegebenen Weise einwirken labt. Die vom Calcium- 
oxalat abfiltrierte und auf dem Wasserbade bis zum ersten Auftreten 
von Phosphat-ionen erwirmte Flissigkeit wird jetzt mit Barium- 
carbonat und schlieBlich mit Barytwasser neutralisiert. Die Be- 
handlung mit Kohlensiure, die Konzentrierung, die Abscheidung durch 
Alkohol sowie die Umfallung geschieht genau wie bei dem Calciumsalz. 

In der alkoholischen Lésung, aus der das-Calcium- bzw. Bariumsalz 
der Glucose-mono-phosphorsaure niedergeschlagen ist, befindet sich, 
wie erwihnt, die d-Fructose. Sie ist nach dem Verdampfen des Wein- 
geistes durch ihre Linksdrehung, ihre sofortige Vergirung mittels 
Hefe sowie durch ihr charakteristisches Methyl-phenyl-osazon, das 
ich nach der Vorschrift von Neuberg') bereitet habe und das leicht 
kristallisiert, ohne weiteres nachzuweisen. 

Fiir die Glucose-phosphorsiure, die auf die angegebene Art ge- 
wonnen wird und noch nach verschiedenen Richtungen hin untersucht 
werden muB, méchte ich anfiihren, dal sie mit gartiichtiger Unterhefe 
in Garung gerit, wenn auch langsam. Offenbar tritt zunichst eine 
Phosphatase in Funktion, und dann fallt der in Freiheit gesetzte Zucker 
der alkoholischen Zuckerspaltung anheim. Die Glucose-phosphorsiiure 
verhilt sich also hierbei ebenso*)' wie ihre Muttersubstanz, die Rohr- 
zucker-phosphorsiure; dai die Phosphorisierung Fermentreaktionen 
auch unterbinden kann, haben B. Helferich, A. Loewa, W. Nippe und 
H. Riedel®) am Beispiel der Phosphorsaureester einiger Glucoside und 
Disaccharide gezeigt, wobei jedoch die Derivate der Gentiobiose- und 
Maltosegruppe eine Ausnahme machen. Es liegen itibrigens auch An- 
zeichen dafiir vor, daB auf enzymatischem Wege, durch Invertase, die 
Rohrzucker-phosphorsiure in Glucose-phosphorsiure und Fructose 
zerlegt werden kann, woriiber noch zu berichten ist. — 

10g rohrzucker-phosphorsaures Calcium wurden in 200 cem 
Wasser gelést und mit 3 g Oxalsiure in 150 ceom Wasser versetzt. Nun- 
mehr wurde auf dem Wasserbade 5 Minuten erwirmt und darauf klar 
filtriert. Das Filtrat wurde auf dem Wasserbade 30 Minuten erhitzt 
Nach Zugabe von Magnesiamischung war dann die erste Triihung 
wahrzunehmen. 

Die Lésung wurde zuniichst mit CaCO, und nach Abkiihlung mit 
Ca(OH), neutralisiert. Wenn die Fliissigkeit schwach alkalisch ge- 
worden ist, mu man sofort Kohlendioxyd einleiten, bis rotes Lackmus- 
papier nicht mehr geblaut wird. 

Der Niederschlag von kohlensaurem Kalk wurde abfiltriert und 
nachgewaschen. Die klare Lésung wurde im Vakuum bis auf ungefahr 


') C. Neuberg, Ber. 35, 960, 1902. 
2) K. Djenab und C. Neuberg, ebendaselbst 82, 391, 1917. 
3) B. Helferich, A. Lowa, W. Nippe und H. Riedel, H. 128, 141, 1923. 
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25ccem abgedampft. Nach Beseitigung der aufgetretenen Triibungen 
und Nachwaschen lie ich die Lésung in reinen Alkohol langsam ein- 
flieBen. Die Fallung wurde nach 24 Stunden abgesaugt und mit Alkohol 
nachgewaschen. Der Niederschlag wurde nochmals in warmem Wasser 
aufgenommen und die Fliissigkeit mit wenig Tierkohle stark geschiittelt, 
klar filtriert und in reinen Alkohol eingetropft. Der abgesaugte Nieder- 
schlag wurde mit Alkohol gewaschen und im Vakuumexsikkator ge- 
trocknet. Die Ausbeute belief sich auf 5,8 g. 

Ungefihr 2g Substanz wurden im Hochvakuum bei Zimmer- 
temperatur 2 Wochen lang getrocknet; dabei verlor die Verbindung 
rund 10 Proz. Wasser. Die so vorbereitete Substanz lieferte beim 
Gliihen reines Calciumpyrophosphat. Aus dessen Menge berechnet 
sich, daB die Substanz noch 6,18 Proz. H,O enthielt. Diese Zahl 
stimmt ganz gut auf die Formel: CgH,,0,.PO,Ca + 1 H,0O, welche 
5,70 Proz. H,O anzeigt. Allein der sichere Beweis fiir diese Zusammen- 
setzung lieB sich nicht erbringen. Deshalb habe ich meine Analysen 
auf reine Trockensubstanz berechnet, d.h. unter Beriicksichtigung 
der tatsichlich gefundenen 6,19 Proz. H,O. 

0,1743 g Trockensubstanz ergeben 0,0782 g¢ CaSQ,; 
0,1865 g a 0,0668 g Mg, P.O. 
C,H,,0,. PO,Ca. Ber.: Ca = 13,42; P = 10,40 Proz, 
(298) Gef.: Ca = 13,19; P= 9,98 ,,. 


Dus Calciumsalz ist in Wasser klar léslich. Es reduziert heibe 
Fehlingsche Mischung, wobei anorganische Phosphorsiure abgespalten 
wird. Das mit verdiinnter Salpetersiure bis zur Auflésung des Kupfer- 
oxyduls versetzte Gemenge gibt mit Ammoniumnitrat enthaltendem 
Ammoniummolybdat sofort eine dicke gelbe Fillung. Auch durch 
Abdampfen mit Kénigswasser oder Erwirmen mit Wasserstoffsuper- 
oxyd und Eisensalz') kann man Phosphorsiure in Freiheit setzen. 

Das mehrfach umgefiillte Salz zeigt keine Reaktion nach Seliwano// 
auf Fruchtzucker; die bei den ersten Versuchen*) zur partiellen Hydrolyse 
des Saccharophosphats erhaltene Substanz schloB anscheinend noch Spuren 
des Ausgangsmaterials ein, da wegen beginnender Karamelisierung die 
Einwirkung der damals benutzten Salzsiture nach 15 Minuten schon unter- 
brochen werden muBte. Es ist jedoch auch damit zu rechnen, daB das 
Caleciumsalz der Rohrzucker-phosphorsiiure nicht einheitlich, dh. ein 
Gemisch von verschiedenen Monophosphorsaureestern des Rohrzuckers, ist. 

Von der Glucose-mono-phosphorsiure sind  schlieBlich auch 
kristallisierte Derivate im hiesigen Institut erhalten. Hieriiber wie 
iiber die mutmaBliche Konfiguration der Verbindung wird demniichst 
Mitteilung gemacht werden. 


') J. A. Mandel und C. Neuberg, diese Zeitschr. 71, 196, 1915. 
2) C. Neuberg und E. Kretschmer, ebendaselbst 36, 13, 1911. 





